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Resumen en espaiiol y en inglCs 
Las branquias externas de anuros son estructuras respiratorias 
ernbrionarias que desaparecen en las larvas, rnientras que las branquias internas 
perrnanecen hasta la rnetamorfosis. 
La morfologia branquial fue estudiada con microscopio 6ptico en ernbriones 
y larvas de Bufo arenarum. Los filament05 branquiales externos se originan a partir 
de 10s arcos vicerales 3 a 5, previamente al estadio de latido cardiaco; estos 
filarnentos presentan una doble capa epidbrmica, c6lulas mesenquirn6ticas y 
algunos capilares. Las branquias son recubiertas por completo por el op6rculo en el 
estadio 25 y finalrnente desaparecen. 
Los cuatro pares de braquias internas se encuentran ubicadas en dos 
c6rnaras branquiales a cada lado del coraz6n; cada branquia esta forrnada por un 
arco branquial en el cual se insertan ventralmente 10s filarnentos respiratorios y 
dorsalrnente 10s fi ltros branquiales. Cada filarnento esta compuesto por un eje y Ill 
nurnerosas ramificaciones, que presentan una cobertura epitelial, tejido conectivo, 
vasos sanguine05 y capilares mesod6rmicos. El sistema branquial es sostenido por 
el cartilago del arco branquial; por debajo se encuentran las arterias branquiales 
aferentes y eferentes y el m6sculo constrictor. 
5i bien el proceso de regresi6n de las branquias internas de anuros ha sido 
bastante dilucidado, la desaparici6n de las branquias externas ha sido poco 
estudiada hasta el mornento. 
La apoptosis es un t ip0 de muerte celular presente durante el desarrollo 
ernbrionario, caracterizada por la fragmentaci6n de ADN. En el presente trabajo, 
c6lulas apopt6ticas fueron estudiadas en el epitelio de las branquias externas con 
el microscopio 6ptic0, y fueron detectados in si tu fragment05 de ADN a travbs de 
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la Gcnica TUNEL. La presencia y distribucibn de nljcleos marcados fue mayor en 10s 
estadios 24 y 25, aunque tambien se encontraron en 10s restantes estadios 
em brionarios analizados. 
Un ensayo inmunohistoquimico para detectar PCNA (proliferating cell nuclear 
antigen) identifica cklulas en todas las fases activas del ciclo celular. En este 
estudio, esta metodologia permiti6 marcar las cklulas proliferativas en tejidos 
embrionarios del sistema branquial, durante la regresi6n de las branquias externas. 
La presencia de apoptosis en el epitelio de las branquias externas progresa 
simultanearnente con una activa proliferaci6n en las branquias internas. Los 
resultados obtenidos rnuestran la importancia de la apoptosis en la regresibn de 
las branquias externas, ya que este tipo de muerte celular parece ser el proceso 
principal para reajustar el nljmero celular del epitelio branquial, preparandolo para el 
nuevo sistema respiratorio de las larvas 
No existe informaci6n previa acerca de la distribuci6n de componentes del 
citoesqueleto en las branquias de anuros. El objeto de este trabajo fue conocer la 
distribuci6n de algunos de las principales proteinas citoesqueletales en las 
branquias de Bufo arenarum; para ello, se efectu6 una ensayo inmunocitoquimico en 
las branquias externas e internas. 5e observ6 inmunorreacci6n para actina en el 
epitelio y tejido conectivo; la inmunodetecci6n a miosina estuvo restringida a1 tejido 
conectivo de las branquias internas. 5e  encontr6 expresi6n de a y P tubulinas en el 
epitelio y las cklulas ciliadas. La inmunocoloraci6n para la vimentina fue dkbil en las 
cklulas epiteliales e intensa en el tejido conectivo. La inmunorreacci6n positiva para 
las citoqueratinas de bajo peso molecular se encontr6 en 10s epitelios branquiales y 
en otros tejidos que en vertebrados superiores expresan vimentina, como el 
endotelio de 10s vasos y cklulas musculares. Los resultados obtenidos demuestran 
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que existe una gran diversidad de elementos en el citoesqueleto de las branquias 
larvales de anuros. 
El desarrollo de las branquias de anfibios es un excelente modelo de estudio 
de [as interacciones entre las capas germinales de 10s embriones. Con el objeto de 
analizar la capacidad de diferenciaci6r1, especificaci6n y determinaci6n del esbozo 
branquial en el estadio de bot6n caudal, se llevaron a cabo explantes y transplantes 
en em briones de Bufo arenarum. 
Los esbozos transplantados desarrollaron filament05 anilogos a 10s 
observados en las branquias externas e internas, incluso funcionalmente. Los 
explantes de endo-mesoderm0 fueron capaces de diferenciar tejidos branquiales 
tipicos, en presencia de distintos ectodermos; el ectodermo presuntivo branquial en 
forma aislada no diferenci6 ninguna estructura. En 10s embriones explantados, el 
desarrollo de las branquias externas fue impedido tanto por la ausencia del 
ectoderrno como del endo-mesoderrno branquial. La diferenciaci6n de las branquias 
internas solo fue afectada por la pkrdidad del endo-mesoderm0 del esbozo. Estos 
resultados sugieren que el ectoderrno branquial presuntivo se encuentra definido en 
el estadio de bot6n caudal, pero es incapaz de diferenciar estructuras branquiales 
en ausencia del end- mesoderrno. 
Los Factores Natriurkticos Atriales son una familia de pkptidos 
vasodilatadores, diurkticos y natriurbticos, cuya presencia ha sido demostrada en 
el corazbn de larvas y adultos de Bufo arenarum. En el presente estudio, se efectu6 
un anil isis ultraestructural e inrnunhistoquimico acerca de la presencia de FNAs en 
las branquias internas de larvas premetam6rficas. 
Los resultados del estudio inmunocitoquimico indican que en el estadio II 
larval y subsiguientes, se encuentran cklulas inmunorreactivas en las branquias 
internas. A nivel ultraestructural, se encontraron en las cklulas claras de 10s fi ltros 
branquiales grinulos secretorios sitnilares a 10s grinulos FNA-inmunorreactivos de 
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las cklulas rnioend6crinas de la rnisrna especie. Estas obsei-vaciones perrniten 
suponer que las hormonas cardiacas podrian jugar un rol paracrino ylo autocrino 
en el balance osrn6tico y electrolitico a nivel de las branquias internas. 
PALABRAS CLAVE: ~ u f o  arenarum, ernbriones, branquias externas, 
branquias internas, apoptosis, citoesqueleto, citoqueratinas, esbozos branquiales, 
Factores Natriurkticos Atriales. 
Resumen en espafiol y en inglks 
In anuran larvae external gills are embryonic structures t h a t  regress a t  
hatching or shortly thereaker; but internal gills are retained much longer, until 
metamorphosis. 
The morphology of gills was studied under light microscopy in Bufo arenarum 
embryos and tadpoles. The extenal gills filaments originate on visceral arches 3 to 5 
j u s t  before the heartbeat stage; they have a two-layered epidermis, mesenchymal 
cells and some capillary loops are present. These gills are covered by the operculum 
a t  the  25 stage and they finally disappear. 
The four pair internal gills are located in two branchial baskets on either side 
of the  heart; each gill consist of  a branchial arch with gill t u k s  projecting ventrally 
and gill f i l ters running dorsally. Each gill t u f t  is  composed of a stem and numerous 
ramifications; i t  consists of an epithelial covering, connective tissue, the blood 
vessels and mesodermal capillaries. The gill system is supported by cartilage of the 
branchial arch; the afferent and a e r e n t  branchial arteries and the musculus 
constrictor branchialis extend beside the arches. 
Although the regression of  internal gills of anurans is well understood, the 
loss of  the external gills was poorly studied. 
Apoptosis is  a form of  naturally occurring cell death during development and 
it is characterised by extensive DNA fragmentation. In the present work, apoptosis 
was detected in the epithelium of external gills by light microscopy and using in s i tu  
nick end-labelling of  DNA breaks. The presence and distribution of stained nuclei 
were frequent a t  24-25 stages, but  i t  were also present during the other embrionic 
stages. 
An immunohistochemical assay for proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 
identifies cells in all active phases of the cell cycle. In th is study, PCNA methodology 
marked cells in embryonic proliferating tissues of branchial system, during the 
involution of external gills. . 
Epithelial apoptosis of  the external gills progresses simultaneously with 
active proliferation of  the internal gills. These results show the relevance of 
apoptosis a t  regression of external gills, when th is  kind of  death seems t o  be the 
unique process by wich cell numbers in the gill epithelium are adjusted, in order t o  
prepare for  the new respiratory system of tadpoles. 
There is no information about the distribution of cytoskeletal components in 
the  anuran gills. The aim of  th is  work was to know the distribution of some major 
cytoskeletal proteins in Bufo arenarum gills; an immunocytochemical study was 
performed in external and internal gills. Actin immunoreaction was observed in 
epitelia and connective tissue;.immunodetection t o  myosin was restricted t o  
connective tissue of  the  internal gills. Expression of  a and P tubulins was found in 
epithelia and cilliated cells. Vimentin immunostaining was weak in the epithelial cells 
and intense in the connective tissue. lmmunoreaction to some small cytokeratins 
was observed in epithelia and other tissues t h a t  in higher vertebrates express 
primarily vimentin; such tissues were endothelia and certain muscle cells. I t  is 
concluded t h a t  the diversity of cyotskeleton has already been established in gills of 
lower vertebrates such as  anuran larvae. 
The development of  amphibian gills is an excellent model for studying the 
interactions between the germ layers of embryos. In order to analyze the 
differentiation capacity, specification and determination stage of  the branchial 
rudiment a t  ta i l  bud stage, explants and transplants were performed in Bufo 
arenarum embryos. 
Kesumen en espaRol y en inglks 
Rudiments transplanted developed filaments analogous t o  the ones observed 
in external and internal gills, even functionally. Endo-mesoderm explants were able 
t o  differentiate typical branchial tissues, in presence of diferent ectoderm; the 
isolated pressumptive gill ectoderm did no t  differentiate any structure. In the 
explanted embryos, development of  external gills was prevented by either the 
absence of branchial ectoderm or the meso-endoderm. Differentiation of the 
internal gills was only affected by the lack of  the intenal layers of the rudiment. 
These results suggest t h a t  the presumptive branchial ectoderm is defined by the 
ta i l  bud stage, but  is unable to differentiate branchial structures in the absence of 
meso and endoderm. 
Atrial Natriuretic Factors are a family of  vasodilatadory, diuretic and 
natriuretic peptides, whose existence has been demonstrated in the heart of  larval 
and adult amphibians, including Bufo arenarum. In th is  study, an ultrastructural 
and immunohistochemical analysis was carried out  on the presence of ANF-like 
substance in the internal gills of premetamorphic larval stages. 
The results of immunohistochemical study indicate that, a t  larval II and 
following stages, ANF-like immunoreactive cells are seen in internal gills. A t  
electron-microscopy level secretory granules similar t o  those ANF-immunoreactive 
granules of  myoendocrine cells of the same species are seen only in clear cells oF gill 
rakers. These observations support the hypothesis t h a t  cardiac hormones might 
play a paracrine andlor autocrine role in the water and electrolyte balance a t  
internal gills level. 
KEY WORDS: aufo arenarum embryos, tadpoles, gills, apoptosis, 
cytoskeleton, cytokeratinas, gills rudiments, Atrial Natriuretic Factor. 
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Introducci6n General 
Los anfibios constituyen un grupo extrernadarnente diverso entre 10s 
vertebrados, capaces de habitar tanto el rnedio arnbiente acuhtico corno el 
terrestre, por lo menos en alguna etapa de su vida. La transici6n de un rnedio a 
otro condiciona definitivarnente la rnorfologfa, fisiologfa y el desarrollo embrionario 
de estos animales. 
Dentro de la clase Arnphibia, la subclase Lissamphibia incluye a 10s anfibios 
actuales; estos se encuentran integrados en t res 6rdenes : Anura (E~alientia), 
Urodela (Caudata) y Gymnophiona (Apoda y Cecilias) (Fox, 1983; 5hi, 2000). El 
orden Anura incluye la mayorfa de las especies anfibias modernas; sobre unas t res 
mil especies vivientes de anfibias , el 85 % lo constituyen 10s anuros, quienes 
presentan una arnplia distribucibn geogrifica en todos 10s continentes, con 
excepcibn de la Anthrtida (Shi, 2000). Es en este orden donde se encuentran las 
mayores diferencias rnorfoI6gicas y funcionales entre las larvas y 10s adultos; 
precisarnente, la rnayorfa de 10s anfibios anuros pasan su vida larvaria en el rnedio 
acuit ico y, despuds de un proceso de metamorfosis claramente definido, asurnen el 
tip0 de vida terrestre. 
Uno de 10s aspectos principales del desarrollo de 10s anfibios y su 
adaptaci6n al medio arnbiente acuhtico o terrestre, lo constituye la forrnaci6n de 
6rganos diferentes capaces de llevar a cabo 10s procesos respiratorios, exhibiendo 
carnbios muy complejos en 10s rnisrnos a lo largo de su vida ernbrionaria y larval. 
Parte de esta cornplejidad reside en el hecho de que casi todos 10s integrantes de 
esta clase, son capaces de utilizar sirnultanearnente mas de un 6rgano en el 
intercambio gaseoso, obteniendo oxigeno a partir del aire, del agua o de una 
combinacidn de arnbos (burggren y Just, 1992). Esta es una adaptaci6n 
fundamental de loe wnfibios ya que la rncnor capacidad de dioolu~ibn del oxigeno y el 
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di6xido de carbono en el agua respecto del aire, implican que un animal acuhtico 
debe ventilar, bajo las mismas condiciones, unas veintiocho veces mas que uno 
terrestre (Viertel y Richter, 2000).  
En 10s anuros, el intercambio gaseoso puede ocurrir a travks de distintas 
estructuras, tanto en la larva acuit ica como en el adulto terrestre: la piel, el 
opdrculo, las branquias, 10s pulmones y la mucosa bucofaringea constituyen sitios 
potenciales de intercambio (Fox, 1983: Pfeiffer y Asashima, 1995). La piel y 10s 
pulmones son funcionales en la mayorfa de 10s adultos, mientras que las branquias 
y el opdrculo son sistemas respiratorios tipicarnente larvales. 
Si bien se han estudiado diversos aspectos fisioI6gicos de la respiraci6n en 
larvas de anuros y urodelos (Boutilier e t  al, 1980; Boutilier, 1988; Burggren y West, 
1982; Burggren y Moalli, 1984; Burggren y Just, 1992; West y Van Vliet, 1992), son 
pocos 10s trabajos existentes que analizan el desarrollo y la es t ru~ tu ra  de las 
branquias en anuros. 
Los primeros trabajos focalizados en el desarrollo de las branquias, estaban 
referidos principalmente a 10s cambios morFol6gicos observados durantes la 
embriogdnesis y la metamorfosis. Entre 10s estudios mas antiguos, se pueden 
encontrar descripciones de la morfologia macro y microsc6pica de las branquias 
internas en trabajos de 5chulze (1889 y 1892), Marshall (1893 y 1932), Whitney 
(1867), Boas (1882), Maurer (1888), Naue (1890) y Clemens (1895); en cier-to5 
casos, en las tablas de estadios embrionarios de distintas especies, se encuentran 
descriptos algunos aspectos anat6micos de las branquias externas (para Rana 
dalmatina ver Carnbar y Marrot, 1954; para Bufo bufo ver Cambar y Gipouloux, 
1956). En el caso de la tabla mas ampliamente difundida y utilizada de Xenopus 
laevis, se han incluido tambien algunas observaciones del desarrollo rnot+olbgico de 
las branquias, el opdrculo y el aparato filtrante (Nieuwkoop y Faber, 1956). 
En aEos mas recientes, se han efectuado algunos trabajos en el campo de la 
fisiologia branquial que incluyen estudios anat6micos e hist0l6~icos de estos 
6rganos (Gradwell, 1972 a y b; Wassersug y Rosenberg, 1979: de Saint-Aubain, 
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1981), y de la ultraestructura de 10s tejidos branquiales (Hourdy, 1974, Mc lndoe y 
Smith, 1984; Uchiyama eta/, 1990 a y b; Uchiyama y Yoshizawa, 1992). Solo uno de 
estos estudios ultraestructurales incluye algunos aspectos morfol6gicos sobre la 
involucidn de las branquias externas en anuros (Michaels e t  a/, 1971), mientras que 
algunos trabajos recientes buscan dilucidar el sistema hormonal que controla dicho 
proceso (Warkentin y Wassersug, 2001). 
En cuanto al origen y desarrollo de 10s tejidos branquiales en anuros, se 
pueden ci tar las descripciones morfoIbgicas realizadas por Huettner (1948) y Rugh 
(1951 y 1964), aei  como 10s trabajos experimentales llevados a cab0 por Ekman 
(1913 y 1922), Schmidt (1937) y Raunich (1942), que permitieron dilucidar algunos 
aspectos inductivos de la diferenciacidn branquial. 
Se ha establecido que la importancia relativa de la piel, el op6rcul0, las 
branquias, 10s pulmones y la mucosa bucofaringea en 10s procesos respiratorios, 
varia durante la ontogenia de 10s anfibios (Czopek, 1965; Burggren y West, 1982). A 
pesar de 10s trabajos fisiolbgicos realizados, aun existen controversias en cuanto a 
la contribucidn de ~ a d a  una de estas estructuras en 10s distintos estadios 
em brionarios. 
Frecuentemente ha sido considerado que el desarrollo secuencial de las 
branquias externas e internas en las larvas, provee la maquinaria necesaria para el 
proceso respiratorio en el medio ambience acuit ico (Fox, 1983). Lovtrup y Pigon 
(1968) demostraron en anuros que una alta tensidn de oxigeno e! el agua provoca 
una redu&idn en el tamailo de las branquias y en el nfimero de filamentos, mientras 
que, ante una alta tensidn de C02, las branquias incrementan su tamailo, el 
nhmero de filamentos, el volumen celular y la cantidad de figuras mitdticas, debido 
a una activa proliferacidn celular. Tambien se ha comprobado, a trav6s de anhlisis 
ultraestructurales, que [as branquias constituyen 10s sitios mas activos de 
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intercambio gaseoso en algunos hylidos como Litoria ewingii (Mclndoe y smith, 
1984). Sin embargo, algunos autores han serialado en urodelos que las branquias 
probablernente no son esenciales para la captaci6n de oxfgeno, ya que larvas en que 
se les extirparon estos 6rganos fueron tan competentes como 10s individuos 
norrnales (Boell e t  a/, 1963). 
En anuros, tomando en cuenta la densidad capilar en renacuajos de Kana 
esculenta o rnidiendo la captaci6n de oxfgeno en 10s renacuajos de Kana 
catesbeiana, algunos autores propusieron que la piel es el principal intercarnbiador 
gaseoso larvario (strawinski, 1956; Burggren y West, 1982); sin embargo, de saint- 
Aubain (1981) sugiri6 que el intercambio cuthneo no es irnportante en las larvas de 
Kana temporaria y Bufo bufo, debido a la escasa vascularizaci6n que presenta la 
piel larval. 
Tambien se han realizado diversos anhlisis acerca de la intervencibn de las 
branquias en otros procesos fisiol6gicos y se ha serialado que las branquias pueden 
jugar un rol rnuy irnportante en 10s procesos de regulaci6n i6nica del organism0 
(Alvarado y Moody, 1970; Hourdy, 1974). 5e ha sugerido que la chrnara branquial 
es el mayor e incluso quizhs dnico sitio de transporte activo de Na+ y CI- (Dietz y 
Alvarado, 1974) y el principal lugar de excreci6n de amonio durante la vida larval 
(Maetz, 1972), adn tomando en cuenta que tambien la piel de las larvas es 
permeable a 10s gases, al agua y 10s iones (Bentley y Baldwin, 1980). 
En larvas de Kana catesbeiana (Boonkoom y Alvarado, 1971) y de 
Calyptocephallela caudiverbera (Gonza lee e t  a/, 1979) 5e encontr6 que las 
branquias presentaban una alta actividad de Na-K-ATPasa, mientras que 10s 
ensayos fisioI6gico5 de larvas mantenidas en agua pobre en iones dernostraron un 
increment0 en su capacidad para el transporte de 10s mismos a travks de 10s 
filament05 branquiales y en la a'ctividad de la Na-K-ATPasa (Boonkoorn y Alvarado, 
1971; Dietz y Alvarado, 1974). 
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Debido a 10s diversos roles funcionales que cumplen las branquias durante la 
vida acuhtica de 10s anfibios, asf como 10s aspectos peculiares de su origen mliltiple 
y de 10s eventos de diferenciaci6n y regresibn implicados en el desarrollo secuencial 
de 10s filamentos externos e internos, las branquias constituyen un modelo 
interesante de estudio de la organogknesis. 
5 i  bien se han realizado estudios fisiol6gicos en cuanto a su rol en la 
respiraci6n y 10s aspectos endocrinol6gicos del proceso de degeneraci6n que sufren 
durante la metamorfosis, han sido escasos 10s trabajos encarados para aclarar su 
histologfa, y ultraestructura, 10s procesos implicados en la rnorfogknesis de las 
mismas, asi  como su participaci6n en procesos de osmorreguIaci6n. Ademhs, tan to  
el desarrollo de las branquias externas e internas, as i  como la regresi6n de las 
prirneras durante el pasaje de la vida embrionaria a larval, no han sido estudiadas, 
hasta el momento, mediante la aplicaci6n de tkcnicas contemporheas como las de 
inmunocitoquimica. 
Bufo arenarum (Anura, Bufonidae) es una especie ampliamente distribufda 
en la Argentina, sobre la cual se han realizado numerosos trabajos tanto en 
adultos como en embriones y larvas, per0 ninguno encarando el estudio de alguno 
de 10s aspectos mencionados durante el desarrollo de las branquias. 
Los objetivos del presente trabajo son establecer el patr6n de diferenciaci6n 
de las estructuras histolbgicas y citoesquelkticas durante la organogknesis de las 
branquias externas e internas, conocer algunos de 10s eventos inductivos, de 
proliferacidn y muerte ceellar involucrados a lo largo de este desarrollo, y proveer 
algunas bases citoldgicas acerca del eventual rol de las branquias en 10.5 procesos 
de reguIaci6n osm6tica en las larvas de Bufo arenarum. 
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INTRODUCCION 
ORIGEN DE LA5 BRANQUIA5: ORGANOG~ NESIS DE LA5 
BOL5A5 FARINGEA5 
En vertebrados, la diferenciacibn del tubo digestivo embrionario es 
acompaRada por la formaci6n de diversas estructuras, no siempre con implicancias 
en 10s procesos digestivos. De la porci6n anterior de este tubo o intestino 
ernbrionario, la faringe, se desarrollan las bolsas farfngeas, tambihn conocidas 
corno vis~erales o branquiales, que dar in  origen a diversos 6rganos tan to  en las 
larvas corno en 10s adultos . 
Durante la embriogdnesis de 10s anfibios, en la fases que siguen al cierre del 
tubo neural, las paredes laterales de la cavidad farfngea, de origen endoddrrnico, se 
evaginan transversalmente en direccibn a la capa interna o sensorial del 
ectoderrno; estas proyecciones de la faringe conforman las bolsas faringeas o 
viscerales, que se encuentran ordenadas en sentido antero posterior. 
Paralelamente, el ectodermo adyacente se invagina hacia la faringe forrnando 10s 
surcos viscerales, y al promediar el estadio de bot6n caudal, el endodermo farfngeo 
y el ectodermo se contactan dando lugar a las membranas viscerales bilarninares. 
Estas rnembranas se perforan y dan lugar a las hendiduras o fisuras branquiales, 
que establecen en la larva una comunicaci6n entre el medio eaerno y la cavidad 
farfngea (Karp y Berrill, 1981; Hausen y Riebesell, 1991) (fig. 1). 
En 10s anuros, 10s surcos viscerales no se desarrollan sirnultineamente sino 
mas bien secuencialrnente (Gilchrist, 1968). El primer0 (hiornandibular) aparece en 
el estadio 15 o 16 (rotaci6n y tubo neural) en la parte anterior, mientras que el 
quinto surco aparece al misrno tiempo en el margen posterior del i r e a  branquial. A 
continuaci6n se visualizan el segundo y tercer surco, y posteriorrnente el cuarto y 
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quinto (Gilchrist, 1968); en algunos anfibios ha sido descripta la presencia de un 
sexto surco rudirnentario (Huettner, 1948). 
5 i  bien las bolsas viscerales esthn constituidas originalrnente por seis 
pares, el prirnero no llega a contactar el ectodermo y forrna un diverticula ciego en 
la pared de la faringe, que posteriorrnente se integrarh al oido rnedio cornformando 
la trornpa de Eustaquio; por lo tanto, si bien existen seis pares de hendiduras 
potenciales, la prirnera nunca es funcional en anfibios. Asirnisrno, aunque se ha 
observado en algunos anuros la presencia de un sexto par de hendiduras viscerales, 
existen casos corno el de Kana sylvatica en que no ha sido identificado, 
probablernente por ser abortivo (Huettner, 1948). 
Las bolsas faringeas endodkrmicas son las iniciadoras de 10s procesos 
inductivos que se verifican en la regi6n branquial: 10s surcos branquiales 
ectodkrrnicos son inducidos por las bolsas a1 alcanzar estas la capa interna o 
sensorial de la epidermis, atravesando el rnesoderrno interrnedio (Balinsky, 1948; 
Karp y Berrill, 1981). Tambikn durante este proceso de organogknesis cornienza la 
forrnacibn de un esqueleto visceral constituido por seis arcos, establecidos entre 
las bolsas faringeas; el prirnero (I) o mandibular se ubica por delante de la primer 
bolsa faringea y del surco visceral correspondiente (fig.1). El siguiente, segundo 
arco visceral (Il) o hioideo, se encuentra entre la prirnera y segunda bolsa faringea, 
rnientras que en la5 posiciones sucesivas se ubican 10s arcos viscerales 111, IV, V y VI, 
10s que tarnbikn son denorninados arcos branquiales. 
Cada arco esta constituido en un principio por una rnasa de cklulas 
rnesodkrrnicas, cubierta por una Ihrnina externa ectodkrrnica y una interna 
endoddrrnica. Este esqueleto visceral es originado a partir de cklulas de las 
crestas neurales craneales (de origen ectodkrrnico), que rnigran desde la zona 
dorsal del embribn (el tubo neural anterior) forrnando lengiietas entre las bolsas 
faringeas adyacentes. En estadios mas avanzados, estos arcos pasarhn por un 
proceso de condrificaci6n del rnesknquirna de las crestas neurales, en la rnisrna 
posicidn en que 5e cncontraban la6 rnaeae de cblulas rnigrantes. Tarnbitn durante 
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este proceso se verifica un mecanismo de inducci6n por parte de las bolsas 
faringeas endodkrmicas, ya que sin su presencia el mesknquima no se condrifica y 
no se completa la formaci6n del cartilago de 10s arcos (Balinsky, 1948; Karp y 
Berrill, 1981; Hausen y Riebesell, 1991). 
El grado de desarrollo y el destino de 10s seis surcos, arcos y bolsas 
faringeas es diferente en 10s distintos vertebrados. En 10s embriones de anfibios 
generalmente se ha descripto la presencia de cinco pares de surcos viscerales, de 
10s cuales solo 10s pares II a V participan en el desarrollo de las es t ru~ tu ras  
branquiales. Entre 10s arcos viscerales, 10s pares Ill a VI dan lugar a 10s arcos 
branquiales 1-4 y al sistema circulatorio del grea branquial, conformado por 10s 
arcos ahrticos o arterias branquiales (Tabla 1). 
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TABLA 1: Derivados faringeos, tomado de Rugh (1964) 
ECTODERMO MESODERM0 ENDODERMO 
arcos visceral y a6rtico I 
(maxilar y mandibular) 
surco visceral I hendidura visceral I bolsa visceral 1 
(hiomandibular) 
arcos visceral y a6rtico I I 
(hioideo; ophrculo) 
surco visceral I1 Hendidura visceral I1 bolsa visceral II 
(primera branquial) 
arcos visceral y a6rtico III 
(carbtida y branquias I) 
surco visceral Ill Hendidura visceral Ill bolsa visceral Ill 
(seg unda branquial) 
arcos visceral y a6rtico IV 
(sisthmico y branquias [I) 
sruco visceral IV Hendidura visceral IV bolsa visceral IV 
(tercera bra nquial) 
Por otra parte, en 10s anfibios, 10s arcos viscerales I y II participan en la 
formacidn del esqueleto de la cabeza, mientras que la primer bolsa faringea 
interviene en la formaci6n del oido medio; otros 6rganos originados a partir de las 
surco visceral V 
surco visceral VI 
(vestigial) 
Diana Alonso 
arcos visceral y a6rtico V 
(branquias Ill) 
Hendidura visceral V 
(cuarta branquial) 
arcos visceral y a6rtico VI 
(vestigial) 
(pulmocutaneo y branquias 
rudimentarias IV) 
hendidura visceral VI 
(vestigial) 
(quinta branquial) 
bolsa visceral V 
bolsa visceral VI 
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bolsas faringeas son el timo, las glhndulas paratiroides, y 10s cuerpos 
ultirnobranquiales (Fox, 1983). 
Poco despuks del estadio de respuesta muscular, en 10s ernbriones de 
anuros cornienza el desarrollo de las branquias externas; estas consisten en 
penachos de filarnentos recubiertos de ectoderrno que se originan como 
proyecciones del mesoderrno de la regi6n lateroventral de 10s arcos viscerales 
tercero, ~ u a r t o  y quinto (branquiales 1- 3) (Huettner, 1948; Michaels e t  a/, 1971; 
Hourdry, 1974; Weichert y Presch, 1981; Fox, 1983; Viertel y Richter, 2000) (fig Ib). 
En algunos anuros, el sexto arc0 visceral puede dar origen a un pequeiTo filarnento, 
per0 kste generalrnente no es funcional (Kugh, 1964). 
Los filamentos branquiales externos esthn revestidos por un epitelio ciliado, 
similar al que recubre el resto del cuerpo, e internarnente presentan tejido 
conectivo y vasos capilares de origen rnesodkrmico (Viertel y Richter, 2000); en 
Rana pipiens, el interior de 10s filamentos contiene cklulas rnesenquirnhticas, fibras 
de colhgeno y vasos capilares (Michaels e t  a/, 1971), mientras que en Rana 
cancrivora se ha descripto que estas protrusiones epidkrmicas presentan ademhs 
de tejido conectivo y vasos sanguineos, cklulas rnusculares (Uchiyarna y Yoshizawa, 
1992). 
En 10s ernbriones de anuros las branquias externas presentan una breve 
existencia y son reemplazadas en pocos dias por las branquias internas, a 
diferencia de 10s urodelos en que las primeras persisten hasta la rnetamorfosis. 
Cuando las branquias externas han completado su desarrollo ,y alcanzado su 
rnhxirna longitud, el arc0 hioideo origina un pliegue tisular, el opkrculo, que no es 
horn6logo de la misrna estructura presente en 105 peces (Rorner, 1973): este pliegue 
opercular crece delante de las branquias y en sentido posterior, cubriendo 10s 
filamentos y las hendiduras branquiales y 5e fusiona a la piel del abdomen. 
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El period0 de tiernpo que dura el desarrollo y permanencia de las branquias 
externas en 10s ernbriones de anuros varfa notablemente entre las distintas 
familias e incluso entre especies cercanas. En 10s embriones de Xenopus laevis 10s 
filamentos branquiales aparecen en el estadio 39 (Niewkoop y Faber, 1956), 
aproxirnadamente a las 54 hs de vida; alcanzan el mixirno de longitud en el estadio 
41 (76 hs) y se reducen a partir del estadio 44. A partir del estadio 46 son 
recubiertos por el optrculo y no son visibles, aunque persisten restos de estos 
filamentos hasta el estadio 53. 
En Kana dalmatina, [as branquias externas pueden ser observadas a partir 
del estadio 23 (Carnbar y Marrot, 1954), cuando el embribn tiene 4 dias de vida; 10s 
filarnentos del lado dere~ho desaparecen en el estadio 31 (8 dias) y 10s del lado 
izquierdo en el estadio 3 2  (9 dias). En Kana cancr;vora, 10s filarnentos se hacen 
visibles en el estadio 21 (Witschi, 1956), a las 27 hs de vida; la mixima longitud la 
alcanzan en el estadio 2 3  (51 hs de vida). Poco despuis cornienzan a disrninuir de 
tarnaRo y son cubiertas por el optrculo en el estadio 25  (96 hs de vida). 
En Bufo bufo 10s filamentos externos aparecen en el estadio Ill, (Carnbar y 
Gipouloux, 1956), alrededor de 10s 4 dias de vida; tambitn su desaparicibn 
comienza por el lado derecho cuando la larva ha alcanzado el estadio 111, ( 8  dias 5 
hs de vida) y poco desputs por el lado izquierdo en el estadio Ill,, (8 dias 15 hs de 
vida). 
Irrigaci6n de las branquias externas 
Los ernbriones de anfibios presentan un sistema arterial que consiste en una 
aorta dorsal par, ubicada sobre ia faringe, que se fusiona en una sola en la parte 
posterior del cuerpo. La circulacibn sisttrnica de la sangre en el embribn comienza 
cuando las branquias son meras protuberancias y 10s arcos abrticos alin son 
continuos desde la aorta ventral a la dorsal. Poco despuds de cornenzar a nadar, 
cuando las branquias crecen y se rarnifican, se desarrolla una red vascular dentro 
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de 10s filarnentos, que se originan a partir de 10s arcos a6rticos; 10s vasos que 
entran desde la aorta ventral hacia las branquias se denorninan "aferentes", 
mientras que 10s que salen hacia la aorta dorsal constituyen 10s vasos branquiales 
"eferentes" (Rugh, 1951,1964; Gilchrist, 1968; Mc lndoe y Smith, 1984) (fig. 2 y 3). 
Corno el ernbri6n a6n no es rnuy activo, la necesidad de oxigeno es baja; con el 
aurnento de la actividad natatoria, la provisi6n de oxigeno aurnenta por la apertura 
de la boca y de las hendiduras branquiales. En primer lugar se pei-foran las fisuras 
tercera y cuarta, seguidas luego por la segunda y quinta; entonces, el agua penetra 
por la boca y sale a t rav l s  de las hendiduras branquiales pasando cerca d/e 105 
'blo~ps77 capilares que atraviesan 10s filarnentos externos, donde tiene lugar la 
oxigenacibn de la sangre. Estos vasos se unen a 10s arcos abrticos, a travbs de 10s 
que surge la sangre que irrigarh el cuerpo del ernbri6n (Rugh, 1968) (fig. 4a). Los 
rnovirnientos ondulatorios de 10s filarnentos branquiales y la acci6n ciliar de las 
cllulas epidlrrnicas contribuyen a asegurar la renovaci6n constante del agua que 
baiia las branquias, posibilitando el intercarnbio gaseoso a travbs de ese epitelio 
(Weichert y Presch, 1981). 
Conternporhnearnente al crecirniento del pliegue opercular, las branquias 
externas se reducen de tarnaiio y cornienza el desarrollo de las branquias internas 
sobre la porci6n ventral de 10s arcos branquiales, por debajo de las anteriores; 
finalrnente el opbrculo cubre por cornpleto las branquias y se fusiona con la pared 
del cuerpo forrnando las ~htI Iara5 branquiales u operculares, dejando 5610 una 
abertura que cornunica con el exterior en el lado izquierdo del cuerpo, el espirhculo 
(Rugh, 1951; Gilchrist, 1968; Fox, 1983) . Arnbas chrnaras esthn cornunicadas 
ventralrnente al coraz6n por el canal opercular; las branquias externas degeneran 
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por cornpleto, mientras prosigue el desarrollo de las internas, las que 
permanecerhn funcionales durante el resto de la vida larval. 
Las branquias internas se originan a partir del endodermo de las bolsas 
faringeas (Gilchrist, 1968) y de la zona de transicibn ecto-endodbrrnica, donde 
cdlulas de la capa sensorial de la epidermis penetran el endoderrno (Viertel y 
Richter, 2000) (fig. Ib). En un principio estas branquias se presentan como una 
doble hilera de filamentos en la parte posterior del tercer, cuarto y-quinto arcos 
viscerales (primero, segundo y tercero branquiales) (Huettner, 1948), y en la forma 
de una hilera simple en el sexto arco visceral (cuarto branquial), que es el de menor 
tamazo. La p a r k  dorsal de 10s arcos es revestida por unas papilas aserradas, 10s 
"filtros branquiales", que posibilitan la filtraci6n de detritus del agua que penetra 
en la cavidad branquial; el 6rea ventral de 10s arcos origina las estructuras 
respiratorias, cuya denominacibn varia segdn 10s autores : las "crestas 
branquiales" (Gradwell, 1972a; Mclndoe y Smith, 1984) o 10s "filamentos 
branquiales" (Wassersug, 1980; de Saint-Aubain, 1981). Mientras que el endodermo 
faringeo es el mayor componente de 10s filtros, el ectodermo y el mesoderm0 de 10s 
capilares predominan en 10s filamentos branquiales (Viertel y Richter, 2000). Una 
vez diferenciados, 10s filtros branquiales esthn compuestos por una doble capa de 
epitelio, que contiene tejido conectivo y el esqueleto visceral; 10s filamentos o 
crestas tambidn esthn formados por un epitelio, tejido conectivo, algunas cClulas 
endodtrmicas aisladas y capilares sanguineor. Las chrnaras branquiales se 
encuentran separadas de la faringe por el velo ventral y 10s velos dorsales, 
originados a partir de pliegues de la pared de'la faringe (Huettner, 1948). 
El esqueleto de las branquias esta conformado por una estructura que 
algunos autores han denominado como "cestas branquiales" (Gradwell, 1972a; 
Mclndoe y Smith, 1984; Uchiyama y Yoshizawa, 1990) y que forma parte del 
esqueleto hiobranquial (Cannatella, 2000)  (fig 5); cada cesta branquial esta 
compuesta por una placa hipobranquial subtriangular y 10s cuatro 
cerato branquiales, entre 10s cuales se alojan tres hendid uras. Estos arcos estas 
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Figura 4: Esquernas que rnuestran la circulaci6n sangufnea en un ernbri6n ideal. 
Adaptado de Rugh (1964). a) en una branquia externa; b) en una branquia 
interna. 
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fusionados en 10s extremos proxirnales y distales, 10s que son denominados 
comisuras proxirnales y distales respectivarnente; las espkulas son procesos 
cartilaginosos que surgen dorsal y posteriorrnente desde 10s ceratobranquiales 
para soportar el velo ventral. 
El agua entra por la boca de 10s renacuajos, pasa desde la faringe a la chmara 
branquial, donde atraviesa las hendiduras o fisuras branquiales y se produce el 
intercambio gaseoso en 10s filarnentos; el agua de arnbas chmaras es expelida a 
travks del espirhculo (Weichert y Presch, 1981) (fig. 6). Las larvas de anuros 
ernplean rnovirnientos dorsoventrales del piso de la cavidad oral para ventilar las 
drnaras  branquiales, inspirando agua a travks de la boca y ernpujhndola a travks 
de la cavidad branquial (Gradwell, 1972b); este rnecanisrno es horn6logo al 
observado en 10s peces. La reguIaci6n de la ventilaci6n branquial es 
, 
extrernadamente mas sofisticada y cornpleja que la observada en la ventilaci6n 
pulmonar de 10s anuros adultos (Burggren y Just, 1992). 
El desarrollo de las branquias internas es sumarnente variable entre 
distintas especies de anuros, y de 10s trabajos realizados hasta el mornento no se 
ha encontrado una clara correlaci6n con la posici6n filogenktica ni con las 
condiciones del rnedio ambiente (Strawinski, 1956; Atkinson y Just, 1975; Gradwell, 
1969,1972a; de Saint-Aubain, 1982; Mclndoe y 5mith, 1984; Uchiyarna e t  a/, 1990; 
Burggren y Just, 1992). Generalrnente 105 ranidos presentan branquias altamente 
desarrolladas y con una extensa vascularizacidn (Gradwell, 1972a), rnientras que 
las larvas de pipidos e hylidos tienen una aparato branquial reducido especializado 
en el filtrado de partfculas alimenticias mas que en el intercarnbio gaseoso 
(Wassersug y Rosenberg, 1979; Wassersug, 1980). En contraste con el resto de las 
larvas de anuros, Xenopus laevis no desarrolla branquias internas especializadas en 
intercarnbio gaseoso, sino que presenta una red vascular muy elaborada que irriga 
al aparato filtrante, lo que posibilita tanto una funci6n respiratoria como 
alirnenticia (Fox, 1983). 
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Las branquias internas en Discoglossus pictus son funcionales desde el 
estadio I larval hasta el estadio XVlll (Hourdry, 1974) en que 10s miembros 
anteriores son visible5 claramente bajo la piel; 10s filament05 de estas branquias 
esthn cubiertos por un epitelio bi-estratificado que encierra numerosos capilares. A 
nivel ultraedructural, este epitelio presenta doe tip05 celulares: cklulas cuboides 
tip0 A, con un citoplasma reducido a una fina capa perinuclear, y cklulas tip0 B, con 
un gran Brea infranuclear y nurnerosas rnitocondrias y veskulas. En algunas partes 
de 10s fllamentos internos, el epitelio bi-estratificado es muy fino y consiste solo de 
cklulas t iyo A, cumpliendo una funcibn respiratoria. Se ha sugerido que las cilulas 
tip0 B posiblernente cumplan una funcibn similar a las cklulas de cloruros de 10s 
tele6steos (Fox, 1983). Las branquias internas en esta especie comienzan su 
invoIuci6n desde el estadio XIX, en el comienzo del climax, y han desaparecido por 
cornpleto al final de esta eta pa, en el estadio XXIV. 
En el caso de Kana catesbeiana, se ha observado que 10s filamentos 
branquiales se encuentran revestidos por un epitelio simple escamoso, con 
numerosos granulocitos eosin6filos tanto en el epitelio como en el tejido conectivo 
subepitelial (Kusakabe y Kawakami, 1992); no se han observado diferencias 
histol6gicas en las branquias internas desde fases tempranas larvales, el estadio 
Ill, hasta el avanzado estadio XXII. Despuks del estadio XXIII, las branquias 
comienzan a degenerar, y en el estadio XXIV, 10s filamentos han desaparecido por 
cornpleto (Atkinson y Just, 1975). 
En Kana cancrivora, el anilisis histolbgico y ultraestru~tural mostr6 que 10s 
fi ltros branquiales se encuentran recubier-tos por un epitelio bilaminar de cklulas 
cilindricas y pavimentosas escamosas, que presenta en algunos casos cklulas 
mucosas . En cambio, el epitelio que bordea 10s arcos branquiales y 10s filamentos 
respiratorios esth compuesto por una bi o multicapa de cklulas, con cuatro tipos 
celulares diferentes: chlulas pavimentosas, tanto escamosas como cuboides; 
cklulas MR ("mitochondria-rich cells"), correspondientes a cklulas eosinbfilas 
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observadas en el microscopio bptico, cklulas escamosas basales y cklulas mucosas 
(Uchiyama e t  a/, 1990 b). 
Algunos autores han propuesto que 10s tkrminos branquias "externas" e 
"internasYy no reflejan la verdadera posicibn de ellas en 10s embriones: las branquias 
internas comienzan su desarrollo previamente al cierre del opkrculo, por lo que 
todas se encuentran en una ubicacibn externa. Viertel (1991) propuso que 10s 
tkrminos branquias "transitorias" y "persistentes" serfan mas adecuados para la 
descripcibn de las misrnas. En el presente trabajo hemos optado por la 
denominaci6n clhsica ya que es la mas frecuentemente utilizada en la bibliografia. 
Anatomfa vascular de las Branquias lnternas 
En las larvas premetarnbrficas de anuros la sangre es distribuida desde el 
tronco arterioso que sale del corazbn hacia unas cortas extensiones anteriores, 
las aortas ventrales, a partir de las cuales se originan las arterias aferentes 
branquiales que se extienden a lo largo de 10s arcos branquiales; luego de 
oxigenarse en Ibs filamentos respiratorios, la sangre es colectada en cuatro 
arterias eferentes branquiales, las que continuan en las carbtidas internas 
anteriores y en las aortas dorsales pares posteriores (Rugh, 1964; Gradwell, 1972; 
Mc lndoe y Smith, 1984) (fig. 3 y 4). Lo5 filamentos respiratorios esthn 
atravesados por una amplia red de vasos capilares; cada filamento contiene un par 
de vasos primarios, originados a partir de las arterias aferentes y eferentes, que 
conforman el eje del filamento y se ramifican en vasos secundarios aferentes y 
eferentes, que se conectan entre sf a travks de uno o varios "loops" capilares. (fig. 
7). En algunas especies existen evidencias de conexiones directas o anastomosis 
entre las arterias branquiales aferentes y eferentes (de Saint-Aubain, 1981; MG 
lndoe y Smith, 1984). 5e  ha propuesto que estas anastomosis permiten mantener 
el flujo sanguine0 durante la degeneracibn de 10s filarnentos branquiales. La 
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vasoconstriccibn de las anastomosis podria regular la cantidad de sangre que fluye 
a travks de 10s capilares e intervenir de esta rnanera en el intercarnbio gaseoso. 
Inervaci6n de las Branquias lnternas 
La inervacibn del i r e a  branquial se desarrolla a partir de 10s nervios 
craneales VII (facial), IX (glosofaringeo) y X (vago). El primero, inerva la regibn 
hiornandibular, el IX, 10s arcos viscerales II y Ill, rnientras que el 6ltirn0, el vago, inerva 
a 10s arcos IV y V (Rugh, 1964). 
Lo5 estudios relacionados con el desarrollo y la diferenciacibn de branquias 
en anuros han estado sentados principalmente en dos familias: rhnidos y pipidos. 
Entre 10s primeros, numerosos trabajos han sido realizados en Kana caksbeiana 
debido a la ventaja de presentar renacuajos de gran tamaFlo y a la facilidad para 
obtener 10s ernbriones en el laboratorio. Entre 10s pipidos, el anilisis se ha centrado 
en Xenopus laevis, especie ampliamente utilizada en estudios de biologia del 
desarrollo. Por otra parte, pricticamente no existen trabajos que analicen la 
estructura branquial en ernbriones y larvas de la familia bufonidae, grupo 
cosmopolita con eepecies distribuidas en todo el mundo; particularmente en Bufo 
arenarum, no existe ningun trabajo al respecto. 
Como una precondicibn para llevar a cabo un trabajo analftico sobre el 
desarrollo de un brgano, una estructura de orientacibn debe ser establecida a 
travks de la divisibn del proceso embriolbgico en una sucesibn de fases, cada una 
definida por algunos aspectos morfolbgicos. Por lo tanto, en primer lugar se realizb 
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un estudio histol6gico de las distintas etapas involucradas en el desarrollo de las 
branquias, desde la aparicidn de 10s esbozos embrionarios de las branquias 
externas hasta la completa diferenciaci6n de las branquias internas en estadios 
prernetarn6rficos. 
Obtenci6n y Mantenimiento de Anirnales Adultos 
Los ejemplares adultos de Bufo arenarum fueron capturados en 10s 
alrededores de la ciudad de Buenos Aires, entre 10s meses de Abril y Octubre. Los 
misrnos fueron rnantenidos en recipientes de rnadera con tierra, en condiciones de 
oscuridad, humedad y ternperatura adecuadas a un periodo de hibernaci6n. 
Obtenci6n y Mantenirniento de Embriones 
Las hernbras de Bufo arenarum fueron aclimatadas a una temperatura de 
25°C con un fotoperfodo de 12h. de luz durante 48h., antes de ser inducidas a 
ovular con inyecciones de suspensiones de hipbfisis homblogas, almacenadas segljn 
Pisan6 (1957), o con 2500 u.i. de gonadotrofina cori6nica humana (Endocorion, 
Elea, Buenos Aires). Apenas cornenzada la oviposicibn fueron desmeduladas, las 
r istras de ovocitos fueron extraidas del ovisaco rnediante una incisi6n abdominal y 
colocadas en cipsulas de Petri humedecidas con soluci6n de Holtfreter (35 g NaCl 
+ 0,05 g KC1 + 0,2 g NaHC03 + 1000  ml agua destilada) pH 7,2, donde fueron 
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fertilizadas in vitro con una suspensibn de esperrnatozoides. Esta suspensibn se 
preparb a partir de un rnacerado de testiculos, previa cornprobaci6n de la rnovilidad 
y motilidad de 10s esperrnatozoides bajo el.microscopio 6ptico. 
Los ernbriones obtenidos fueron rnantenidos a temperatura ambiente en 
ciipsulas de Petri ( 200  rnl) y aoluci6n de Holtfreter, hasta la aparici6n de 10s 
esbozos de 10s rniernbros posteriores. En este estadio fueron transferidos a 
acuarios (2 1) con la rnisrna solucibn; el rnedio fue renovado sernanalmente y las 
larvas fueron alirnentadas con lechuga hervida ad libitum. 
5eIecci6n de Estadios Ernbrionarios y Larvales 
Para el seguimiento de 10s carnbios ontogenkticos en Bufo arenarum y la 
selecci6n de 10s estadios de interks en este estudio, fueron utilizadas dos tablas: 
* la prirnera cornprende 10s estadios embrionarios, abarcando desde el rnornento de 
fecundacidn del ovocito hasta que el opkrculo embrionario se ha cornpletado (Del 
Conte y Sirlin, 1952); 
* la segunda tabla continha a la anterior, abarcando 105 estadios larvales, a part ir 
de la presencia de 105 esbozos de 10s rniernbros posteriores y hasta completar el 
proceso rnetarn6rfico (Martin e t  al, 1985). 
Lo5 estadios analizados en este trabajo son 10s que se detallan a 
continuaci6n; entre parkntesis se han colocado 105 estadios equivalentes de la 
tabla de Goener (1960), que describe la ontogenia de 10s anuros en general. 
Embrionarios 
Estadio 17 (17): Brote caudal, 76 horas. 
Estadio 18 (18): Respuesta muscular, 4 dias, 3.5 mrn. 
Estadio 19 (19): Latido cardiaco, 5 dias, 5 rnrn. 
Estadio 20 (20): Circulaci6n branquial, 5 112 dfas, 5.5 rnrn. 
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Estadio 22 (22): Circulaci6n en la aleta de la cola, 7 1/2 dfas, 7.5 rnrn. 
Estadio 23 (23): Pliegue opercular, 8 dfas, B rnm. 
Estadio 24 (24): Opkrculo cerrado en la derecha, 9 1/2 dfas, 9 rnrn. 
Estadio 25 (25): Optrculo cornpleto, 11 dias, 10 mrn. 
Larvales 
Estadios Prernetarnbrfi~os 
Estadio 1 (26): Esbozo visible de rniernbros posteriores. Dihrnetro largo- 
ancho del esbozo aproxirnadarnente igual . Boca larval con la fbrrnula dental 
1/1-1/3. Pico con dientes finos per0 bien netos. Papilas laterales en el hngulo 
bucal, que se dirigen hacia fuera, siendo asf p a r k s  de la pared lateral del 
vestibule bucal. 
Estadio 11 (27): El esbozo de miembros posteriores crece en longitud; el largo 
duplica el ancho. 
Estadio Ill (28): La longitud de miernbros posteriores es rnhs o menos igual 
a 5u ancho, tomando as i  un aspect0 globoso. Los crornatbforos se disponen 
en forrna rnhs compacta en la regibn dorso-lateral del miembro en desarrollo, 
quedando la regi6n ventral menos pigrnentada. 
Estadio IV (29): El miernbro posterior crece en longitud alcanzando una vez y 
media el valor de su dihrnetro. 
Estadio V (30): El rniembro posterior se alarga y adquiere forrna rnhs o 
menos cbnica, rnarchndose apenas una escotadura que seFiala la separacibn 
entre el autopodio y el resto del miernbro. 
Estadio Vlll (33): Hay una elongaci6n del dedo 4, con lo que queda bien 
deterrninada su separaci6n de 10s dedos 3 y 5. 5e profundiza la hendidura 
entre 10s dedos 3-2. 
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Observaciones Macrosc6picas 
Las observaciones macrosc6picas se llevaron a cabo con un microscopio 
estererosc6pico Photomakroskop M 400 (Wild, 5witzerland) y [as fotograffas con 
pelfcula TMax 400 (Kod,ak Eastrnan). 
Observaciones de microscopfa 6ptica y anhlisis histolbg ico 
Los embriones y larvas fueron fijados por inmersi6n en el liquid0 de Bouin 
durante 3h. (90' a 4°C y 90' a ternperatura ambiente); luego 10s ejemplares fueron 
lavados y conservados en etanol 70" a 4°C. Para efectuar el anAlisis hist016~ic0, 
fueron deshidratados en una serie ascendente de alcoholes (10' en cada uno), en 
una mezcla de alcohol absoluto y xilol (lo), en xilol puro (10') e incluidos en una 
mezcla de parafina-cera de abejas (56°C). 
De las piezas seleccionadas se realizaron cortes seriados en sentido 
transversal, longitudinal o frontal con un espesor de 6pm, utilizando un micrbtomo 
Leitz. Los cortes fueron montados sobre portaobjetos recubiertos con alb6rnina 
para practicar coloraciones histolbgicas convencionales; 10s preparados fueron 
mantenidos una sernana a 30" C para su to ta l  secado. 
Las tkcnicas de tinci6n utilizadas fueron Hematoxilina alcoh6lica de Ehrlich- 
eosina acuosa y Tricr6mico de Mallory, para lo cual 10s cortes fueron 
desparafinados en xilol, hidratados en una serie descendente de alcoholes y 
lavados en agua destilada antes de efectuar la coloraci6n; posteriormente fueron 
nuevarnente deshidratados, clarificados en xilol y montados con medio sintttico 
(Permount, Fisher 5ci.). 
Las observaciones y fotomicrograffas se Ilevaron a cabo en un 
fotornicroscopio Polyvar (Keichert-Jung) con pelhula TMax 100 (Kodak), Kodak 
Gold 100 o Fujicolor 100. 
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OBSERVACIONES MACROSC~PICAS ANALISIS 
H I ~ T O L ~ G ~ C O  
Estadios 15-16 (15-16) 
En el estadio de nkurula se o bservaron externarnente engrosarnientos 
. verticalas a cada lado de la cabeza que, posteriorrnente dan lugar a 10s arcos 
viscerales. Estas zonas del ernbribn se conocen corno las placas branquiales. (fig. 
Estadios 17-18 (17-10) 
En estos estadios se obsew6 en el i rea  branquial unas protuberancias a 
cada lado de la cabeza, debajo de 10s placodes bpticos, en 10s que se podian 
distinguir tres Areas engrosadas correspondientes a 10s arcos branquiales (fig. 9). 
La morfologia interna del ernbri6n rnostrb a 10s arcos viscerales corno 
condensaciones de cklulas de origen rnesodCrrnico; entre ellas era posible obsewar 
algunos espacios correspondientes a 10s arcos a6rticos (clue se diferen~iaron a 
partir de ese rnednquirna), aunque no se encontraron en este estadio cblulas 
endoteliales. Los arcos viscerales presentan una cubierta externa de epidermis 
ectodkrrnica y una capa interna de endoderrno faringeo (figs. 10 y 11). Las cklulas de 
las tres hojas ernbrionarias contienen grinulos de pigmento y un gran ndmero de 
plaquetas vitelinas, caracterfsticos de cklulas no diferenciadas. 
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La epidermis esth forrnada par dos Iirninas de cklulas cuboides: la capa externa o 
periderrnis, donde se encuentran ctlulas rnuy pigrnentadas, ciliadas y algunas 
gldndulas, y la interna o sensorial, no pigmentada, que descansa sobre la Iirnina 
basal; las ctlulas endoddrmicas se distinguieron de las e~tod6rmicas por su 
coloraci6n eosin6fila . 
Entre 10s arcos viscerales se obsewaron las bolsas faringeas o branquiales I 
a W, de origen endodkrmico, formadas por un epitelio de cklulas cilindricas rnuy 
eosin6filas; en este estadio las bolsas ya se encontraban en contact0 con 10s 
surcos viscerales epidkrmicos (fig. 11). 
- 
Estadio 19 (19) 
Los esbozos de las branquias externas han surgido sobre 10s arcos 
viscerales Ill, IV y V (denorninados desde ahora branquiales 1, 2 y 3); 
tempranamente en el estadio, se han desarrollado el primer y segundo par de 
branquias, y posteriormente en el rnismo estadio, surge el tercer par; estos 
esbozos se obsewaron corno pequefias protuberancias epidtrrnicas, que encierran 
algunas cklulas mesenquimiticas y la5 arterias branquiales (fig. 12). 
Los arcos a6rticos que originan las arterias branquiales han surgido 
tempranarnente en este estadio, desarrolldndose en sentido antero-posterior, 
circundando el Brea branquial y conectando las rakes de la aorta dorsal par con la 
_( I . - -  . 
- .  - - r .  
aorta ventral (fig. 2). En una etapa mas avanzada de este estadio, 10s arcos 
if "comienzan a ramificarse y se pueden distinguir funcionalmente las aortas 
,:, ! ., aferentes de las eferentes (fig. 13). 
Estadio 20 (20) - Estadio 21(21) - Estadio 22 (22) 
-..'! 1 ,  . I 1 
A lo largo de estos estadios se ha completado el desarrollo de las branquias 
externas, alcanzando su rniximo tamafio en el estadio 22 (fig. 14); por 
transparencia era posible observar la circulaci6n sanguinea en 10s filament05 
branquiales a partir del estadio 20. 
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El anllisis histolbgico mostrb que las branquias se encuentran constituidas por 
una barra gruesa que se extiende hacia 10s lados (correspondiente al primer par de 
branquias), y una serie de filamentos ramificados a partir del segundo y tercer par 
de branquias (fig. 15). 
Aunque la capa externa de la barra branquial y 10s filamentos esthn 
formados por una epidermis bilaminar como el resto del cuerpo, en las branquias, 
con el avance del desarrollo, las cilulas han tomado un aspect0 pavimentoso (fig. 
16); la capa interna y ventral de las branquias se encuentra revestida del epitelio 
endodkrmico, que presenta todavia un gran nljmero de plaquetas vitelinas (fig. 16). 
Dentro de 10s filarnentos se encuentran algunas cdlulas de tejido conectivo y 
numerosos ca pila res con eritrocitos. 
Las hendiduras branquiales tercera y cuarta se han completado en el 
estadio 21 y 22 respectivamente, conectando el medio externo con la faringe (fig. 
17). 
Lo5 arc05 a6rticos tercero y cuarto son 10s responsables de la circuIaci6n en 
[as branquias externas del primer y segundo arcos branquiales, dividiindose luego 
en vasos primaries y secundarios, a partir de 10s cuales se desarrollan 10s "loops" 
capilares en 10s filamentos externos. Los vasos que corren de la aorta ventral hacia 
I .  --. 
. I ~ .  1 
105 filamentos son 10s vasos branquiales aferentes, mientras que 10s que salen de 
- 1 1  10s filamentos hacia la aorta dorsal son 10s eferentes. 
I -, , Tambikn se observb que el cuarto arco branquial (VI visceral) origin6 un 
pequefio 16bulo probablemente funcional, ya que mostraba circuIaci6n sanguinda. ' 
: I'r 
' I 
Estadio 23 (23) - Pliegue opercular 
A partir del arco hioideo (I1 visceral) se ha desarrollado un pliegue epitelial, el. 
opkrculo, que aparece en este estadio como un collar a la altura del coraz6n (fig. 
18). 
El primer par de branquias se ha ramificado en la parte posterior en tres 
filament05 (fig. 19); se ha completado la quirita hendidura, de manera que se 
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encuentran t res pares de hendiduras branquiales funcionales y cuatro pares de 
branquias externas, aunque el ljltimo se presenta apenas desarrollado (fig. 20). Ha 
comenzado la condrificacibn de 10s arcos branquiales y las cdlulas embrionarias 
presentan una menor cantidad de grhnulos de pigmento, evidenciando un avance en 
la diferenciaci6n celular. 
Estadio 24 (24) - Opdrculo cerrado a la derecha 
El opdrculo ha continuado creciendo en sentido antero-posterior, cubriendo 
las branquias externas y formando las chmaras branquiales; estas se encuentran 
cerradas parcial o completamente a la altura del coraz6n (fig. 21a), y en forma 
incompleta en la parte mas posterior de las branquias, a la altura del higado (fig. 
21b). Mientras que la epidermis externa del pliegue opercular es similar a la del 
rest0 del cuerpo, la capa interna sensorial presenta el tip0 celular pavimentoso, 
anllogo al de 10s filamentos branquiales externos (fig. 22). Ha continuado la 
condrificacibn de los arcos branquiales y se observa la diferenciacibn de cdlulas 
musculares en la base de 10s mismos, las que darhn origen a 10s mkculos 
constrictores branquiales. 
A partir de la porcibn ventral y posterior de 10s arcos 1, 2 y 3 branquiales ha 
comenzado el desarrollo de las branquias internas; estas se presentan como una 
doble hilera de filamentos a ambos lados de 10s arcos 2 y 3, mientras que 10s 
branquiales 1 y 4 han dado origen a una hilera simple de filamentos sobre su porcibn 
posterior y anterior respectivamente. 
El epitelio endoddrmico ha continuado diferenciando y presenta un nGmero 
menor de plaquetas que en 10s estadios anteriores (fig. 22); en 10s extremos 
posteriores de 10s filamentos externos se observan acumulaciones de pigmento y 
algunas cdlulas con signos caracterfsticos de muerte celular, correspondientes al 
inicio de actividad degenerativa en las cdlulas epiddrmicas (ver Capftulo 2). 
Estadio 25 (25) - Opbrculo completa - Estadio 1 (26) 
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El opbrculo ha completado su desarrollo fusionindose con la pared del 
cuerpo, a excepci6n de un pequeAo orificio en el lado izquierdo, el espiriculo (fig. 
23a); de esta rnanera las branquias internas se ubican en dos chrnaras a cada 
lado del coraz6n, cerradas ventralrnente por el opzrculo. 
En cada cirnara branquial, las paredes de la faringe dorsolateral y ventral 
han originado unas placas que separan la faringe del Area branquial, constituyendo 
10s velos dorsales y el velo ventral (fig. 24); estos pliegues e s t i n  formados por un 
epitelio endodbrrnico que encierra tejido conectivo y algunos vasos sangufneos. La 
parte superior del velo ventral, que linda con la faringe, e s t i  revestida por un 
epitelio simple que se continlja en un epitelio bi-estratificado en la parte lateral e 
inferior; este epitelio es similar al que presenta la faringe. El velo dorsal esta 
forrnado por un epitelio simple en la parte superior del pliegue que da hacia la 
faringe, y se continlja lateralmente en un epitelio pseudoestratificado y ciliado (fig. 
28). La parte lateral y ventral de las cirnaras se encuentran aisladas de la cavidad 
cel6rnica por un delgado rnesotelio que se extiende desde la base del primer arco 
branquial hasta el cuarto, que las separa del pericardio y del op6rculo (fig. 24). 
Las larvas presentan cuatro pares de branquias internas sostenidas por el 
esqueleto cartilaginoso de 10s arcos branquiales, conocidos ahora corno 10s 
ceratobranquiales 1-4 (fig. 24); entre 10s arcos, se observan las hendiduras 
branquiales 11, Ill y 1V que perrniten el paso del agua desde la cavidad bucal y la 
faringe hasta 10s filarnentos respiratorios. 
En la base ventral de cada ceratobranquial y rodeadas por tejido conectivo, 
se e t I ~ ~ e n t r a n  la5 arterias aferentes y eferentes (fig. 25); en 10s ceratobranquiales 
I a Ill tambitn se insertan 10s mljsculos branquiales constrictores, que se extienden 
longitudinalmente en sentido antero-posterior (fig. 23). La circulaci6n en el aparato 
filtrante es provista por rarnificaciones de 10s arcos a6rticos quinto y sexto, 
rnientras que 10s rn6eculos branquiales son irrigados por vasos provenientes del 
tercer arco a6rtico. 
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En la parte dorsal de 10s arcos se insertan 10s filtros branquiales, mientras 
que ventralmente se observan las crestas o filarnentos branquiales que cumplen la 
funci6n respiratoria (figs. 2 4  y 25). Los filtros se insertan a ambos lados de 10s 
ceratobranquiales 2 y 3, per0 solo de un lado del 1 y 4; en este estadio 10s filtros 
son placas o IAminas simples compuestos por tejido conectivo y algunos vasos 
sangufneos, y revestidos por un epitelio bilaminar, levemente clibico, que se continda 
arrededor del ceratobranquial y en parte de las crestas. Estas crestas estAn 
constituidas por un eje principal que luego se ramifica, cubierto de un epitelio simple 
o bicelular segdn el Area, internamente muy vascularizados y con escasas Cblula5 
conectivas. Todavfa se encuentran grinulos de pigmento entre las cClulas 
epiteliales y algunas plaquetas vitelinas. 
En la parte posterior de las c h a r a s  branquiales se encuentran restos de 
las branquias externas; 10s filamentos se han acortado y presentan numerosas 
cdlulas degenerativas, con caracterfsticas morfol6gicas de muerte celular y 
cGmulos de pigmento oscuro. En etapas avanzadas del estadio, se observan 
c6mulos de restos celulares y pigmento, que rodean a algunos capilares sangufneos 
(Ver Capitulo 2). 
Estadio 11 (27) - Estadio IV (29) - Estadio V (30) - Estadio Vlll(33) 
10s principales cambios producidos a lo largo de estos estadios se 
observaron en 10s filtros y las crestas branquiales, que se han ramificado 
notablemente(figs. 26, 27 y 29); el epitelio que reviste el eje de 10s filarnentos 
respiratorios se mantiene levemente cdbico, mientras que se ha aplanado en las 
rarnificaciones, tomando un aspecto pavimentoso. Estas ramificaciones se afinan 
hasta contener solo dos capilares, uno aferente y otro eferente. No se observan 
plaquetas vitelinas ni grAnulos de pigmento entre las ctlulas epiteliales, 
evidenciando la diferenciaci6n avanzada de las mismas. 
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En el estadio I I  todavia se encuentran algunos restos de cklulas de las branquias 
externas, corno cljrnulos de pigmento oscuro (Ver Capitulo 2); en el estadio IV ya no 
se detectan restos de estas cklulas. 
A partir del estadio 11, se obsewa que el cartilago de 10s ceratobranquiales 
penetra en el eje de algunos de 10s filtros dorsales, ramifichndose corno pequefias 
espinas cartilaginosas en 10s siguientes estadios (fig. 28). El tejido conectivo es 
denso en el interior de 10s filtros, y presenta algunos vasos sanguine05 (fig. 27b). 
En el estadio IV se obsewa corno las placas o Ihminas de fi ltros insertadas 
sobre 10s arcos branquiales se rarnifican en dos o t res  filas; el primer 
ceratobranquial presenta solo una IAmina posterior de fi ltros branquiales, el cuarto 
arco presenta solo una placa anterior, rnientras que el segundo y tercer arco 
presentan f i l tros en ambos lados. 
En la base ventral de 10s ceratobranquiales, el tejido conectivo es escaso, al 
igual que entre las cClulas de 105 filamentos respiratorios; entre las arterias 
aferentes y eferentes se obsewan algunos melan6foros (fig. 29). Los filamentos de 
las crestas se insertan de rnanera diferente en cada ceratobranquial: en la parte 
posterior del primer arco por debajo de la arteria branquial aferente, en la parte 
posterior del segundo arco bajo las arterias branquiales aferente y eferente, en la 
parte anterior del tercer arco y bajo ambas arterias tarnbikn, y en la parte anterior 
del cuarto arco bajo la arteria aferente. 
En 10s estadios IV, V y Vlll las cklulas ciliadas de 10s velos dorsales y 
ventrales se presentan extrernadarnente eosinbfilas o rnuy afines por la fucsina, de 
acuerdo con la coloracidn utilizada, indicando la presencia de algljn tiPo de 
secreci6n (fig. 30). 
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Si bien el grado de desarrollo de las branquias puede variar entre las 
dist intas especies de anfibios (Mc Indoe y Smith, 1984), las observaciones 
realizadas en Bufo arenarum en el presente trabajo son similares en rasgos 
generales a descripciones previas de branquias de anuros; sin embargo, algunos 
aspectos y consideraciones distintos han de ser destacados. 
En 10s anuros las branquias externas surgen a partir de 10s arcos viscerales 
III,IV y V, y se encuentran constitufdas por t res pares de estructuras filamentosas; 
en este aspecto coinciden 10s embriones de Rana sylvatica (Huettner, 1948), 
Xenopus laevis (Niewkoop y Faber, 1956), Kana pipiens (Michaels e t  a/, 1971) y 
Discoglossus pictus (Hourdy, 1974). En Bufo arenarum, estos 6rganos surgen a 
part i r  de 10s arcos viscerales Ill, IV, V y Vl, formindose cuatro pares de branquias, 
separadas por t res hendiduras funcionales; si bien el cuarto par es muy pequeiio y 
no se encuentra ramificado, probablemente es funcional ya que presenta circulaci6n 
sanguinea. Aunque anteriormente se habia descripto la presencia de un sexto par 
de hendiduras branquiales en ranas, estas eran abortivas y por lo tanto no 
funcionales (Huettner, 1948). No hay estudios al respecto en otras especies del 
gknero Bufo, 10s que serfan de gran utilidad para establecer si esta condici6n de de 
"cuarto par branquial funcional" representa una sinapomorf'a de la familia 
Bufonidae. 
Las branquias externas comienzan a ser funcionales al iniciarse el 
movimiento de 105 embriones, aljn antes de perforarse las hendiduras branquiales y 
de la apertura de la boca en el caso del gknero Kana (Huettner, 1948); este 
aspecto es corroborado en Bufo arenarum, ya que ape& pasado el estadio 19 en 
que 10s filament05 han comenzado a protruir, se observa la presencia de circulaci6n 
sanguinea en 10s rnisrnos, aun ~uando 10s ernbriones todavia no nadan activarnente, 
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AI igual que en otros anuros, las branquias internas de Bufo arenarum se 
localizan en dos cavidades o cdrnaras a cada lado del coraz6n; est6n constituidas 
por cuatro pares de branquias y t res hendidurae funcionales. En la parte superibr 
de cada cdrnara branquial se obsewan 10s velos dot-sales y ventrales, originados a 
partir de pliegues de la pared de la faringe y que, al igual que esta, son de origen 
endodkrmico; el velo ventral es la elongaci6n posterior del piso de la cavidad bucal 
(fig. Ic) mientras que el dorsal se origina en el techo de la rnisrna cavidad. Estos 
velos separan a la faringe de 10s filament05 branquiales y forman parte del aparato 
bucofarfngeo, responsable de la alimentaci6n en las larvas herbfvoras de anuros 
(Gradwell, 1972). Parte del velo ventral se diferencia en otras estructuras 
glandulares ("branchial food traps" y la zona de transici6n), constituyendo con las 
alrnohadillas y surcos ciliares (originados a partir del es6fago) el aparato filtrante 
(Viertel y Richter, 2000); una de sus funciones serfa impedir el paso de particulas 
alirnenticias hacia el Brea de intercambio gaseoso. Algunos autores consideran que 
10s filtros branquiales constituyen tambikn parte de la bucofaringe; sin embargo, la 
mayor parte de la bibliograffa conternpordnea sigue considerando a 10s filtros como 
parte del sistema branquial, incluso con partici~acibn en la funci6n respiratoria. 
Esta teorfa fue propuesta por Mc lndoe y Smith (1984) debido a la concentrada 
red de vasos sangufneos presente en 10s filtros de Litoria ewingiiy su ubicaci6n en 
la corriente irrigatoria, aljn tornando en cuenta algunos aspectos negativos: el 
epitelio de 10s fi ltros es mas grueso que el de las crestas, esta cubierto de mucus y 
la corriente sangufnea eferente es drenada a travks de vasos venosos y no 
presenta conexi6n con el coraz6n a travks de las arterias branquiales. Estos 
autores han sugerido que la baja presi6n de oxfgeno obsewada en las arterias 
aferentes significarfa que 10s filtros extraen el oxfgeno necesario para su 
rnetabolismo de la corriente circundante, y que por lo tanto las crestas branquiales 
serfan 10s 6rgano5 ma5 importantes en el intercambio gaseoso para la provisi6n de 
oxfgeno al to ta l  del organisrno. 
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Una vez que el agua penetrb en la cavidad bucal, pasa entre 10s velos y 
petietra en la parte filtrante de las branquias alcanzando luego a 10s filamentos 
respiratorios de las branquias a travks de las hendiduras interbranquiales, para 
finalmente salir de las chmaras branquiales por el espirhculo. Como ts te  es 
asimttrico, el agua de la chmara derecha debe pasar a travks de un estrecho 
canal, ventral al pericardio, hacia el lado izquierdo; la chmara izquierda esth 
conectada directamente con el espirriculo. En Bufo arenarum, el espirhculo es una 
pequefia a bertura tegumentaria que no presenta ningGn tip0 de vhlvula muscular o 
membranosa, en coincidencia con lo observado anteriormente en Kana catesbeiana 
(Gradwell, 1972a). 
Cada branquia interna diferenciada de Bufo arenarum consiste de un 
ceratobranquial en el qua se insertan dorsalmente 10s filtros y ventralmente 10s 
filamentos respiratorios; el patr6n de insercibn y ramificacibn de 10s filament05 
respiratorios a partir de 10s arcos branquiales en esta especie es algo irregular 
como para ser considerado una fila simple segljn lo obsewado en Pelobates fuscus 
(5chulze, 1892) o en Kana catesbeiana (Gradwell 1972). Tampoco una doble fila 
como en Kana sylvati~a (Huettner, 1948) o en Kana temporaria, en que 10s 
filamentos se insertan en las caras anteriores y posteriores de 10s tres primeros 
ceratobranquiales, y solo en la anterior del cuarto arco (Rugh, 1951); como en 
Litoria ewingii (MG lndoe y smith, 1984), las larvas de Bufo arenarum muestran 
diferencias entre 10s cuatro arcos branquiales. En esta especie, 10s filamentos se 
insertan en la parte posterior del primer arco bajo la arteria branquial aferente, en 
la posterior del segundo arco bajo las arterias branquiales aferente y eferente, en 
la anterior del tercero bajo ambas arterias, y en la anterior del cuarto bajo la 
arteria aferente (fig. 31). 
Los filamentos respiratorios esthn formados por un epitelio de origen 
endodkrmico, uni o bilaminar segGn el hrea, tejido conectivo de origen mesodkrmico 
con algunas cklulas endodtrmicas esparcidas en 61, y capilares de origen 
rnmodhrrnico: la preeencia de la5 cblulab endoddrrnicas indicaria que los filementoe 
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se originan en la zona de transici6n ecto-endodbrmica, corno ha sido sugerido para 
otras especies (Viertel y Richter, 2000). El tejido conectivo esta poco desarrollado 
en la base de 10s filament05 y es escaso en las i reas distales, por lo que 10s 
capilares contactan directarnente el epitelio. 
El primer arco branquial presenta solo una placa o lhrnina posterior de filtros 
branquiales, el segundo y tercer arco presentan filtros en arnbos lados, y el cuarto 
arco presenta solo una placa anterior; estas placas se rarnifican a su vez en 
numerosas filas de filtros que arnplfan la supedicie de filtrado. Este patrbn 
coincide con las observaciones efectuadas en larvas de Xenopus laevis, Bombina 
variegata, Bufo calamita y Kana temporaria (Viertel y Richter, 2000). En cuanto a 
la estructura histolbgica, 10s fi ltros dorsales tarnbibn presentan un epitelio 
bilaminar similar al de las crestas, con un tejido conectivo denso internarnente y 
algunos vasos sangufneos, de rnanera similar a otras larvas de anuros. 
Los rndsculos asociados a 10s ceratobranquiales de Anuros son de una gran 
complejidad; en el presente trabajo solo se han observado 10s rndsculos 
constrictores en la base de 10s ceratobranquiales I a Ill, asociados a las arterias 
aferentes. Estos rndsculos son 10s que aparenternente regulan el flujo de agua a 
travks de las hendiduras branquiales por rnedio de cambios en la posicihn del septo 
interbranquial (Cannatella, 2000). 
En resumen, las observaciones realizadas en el desarrollo y anatornfa del 
aparato branquial de Bufo arenarum, rnuestran una coincidencia en lfneas generales 
con 10s resultados descriptos en otras especies de anuros. Por otra parte se 
demuestra la cornplejidad del sistema branquial basado en un heterogkneo origen 
de sus partes constitutivas, ya que contribuyen en su forrnaci6n tanto cklulas 
endodkrmicas, rnesodbrrnicas y ectodbrrnicas, corno asi  tambikn algunas originadas 
en las crestas.neurales. 
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PROLIFERACI~N CELULAR EN EL DESARROLLO 
Adicionalrnente al proceso de rnorfogknesis, 10s cambios en la forrna del 
ernbribn durante el desarrollo son producidos por otras vias, tales como la 
proliferacibn y muerte celular selectivas, eventos involucrados en la generacibn del tip0 
y ndrnero celular durante la ernbriogknesis animal (Ellis etal, 1991). 
Mucho antes de la gran rernodelacibn estructural y fun~ional que irnplica la 
rnetarnorfosis en 10s anuros, en etapas ternpranas de su desarrollo, las branquias son 
10s brganos que muestran algunos de 10s cambios rnorfolbgicos mas conspicuos. 
Estos cambios incluyen una notoria proliferacibn celular durante el desarrollo de 10s 
tejidos branquiales externos e internos, esta lltima, conternporinea con la rnuerte 
celular que se observa en el proceso de involucibn de las branquias externas, y una 
activa diferenciacibn celular que posibilita la r ipida participacibn de las branquias en 
10s procesos respiratorios y osrnorreguladores. 
La proliferacibn celular es un proceso fundamental durante el crecirniento y 
desarrollo de 10s brganos, constituyendo el ciclo celular el concept0 central del rnisrno 
(Howard y Pelc, 1951). En una cklula eucaribtica tipica este ciclo se puede dividir en 
cuatt-0 fases conocidas corno GI  ("gap I", interval0 post-mitbtico), 5 (sfntesis de 
ADN), G2 ("gap 2", interval0 post-sintktico) y M (mitosis) (fig. I), de las que resultan 
do5 ckiulas hijas que pueden repetir el rnisrno ciclo, especialmente en un tejido en 
activa divisibn. Las cklulas que no se encuentren en una etapa proliferativa, pueden 
pasar por una fase GO (post-mitbtica), per0 a partir de un estfmulo adecuado, 
pueden reingresar a1 ciclo celular activo (Boulton y Hodgson, 1995). 
Durante rnuchos aflos, 10s estudios de divisibn celular se centraron en la 
mitosis debido a la posibilidad de su seguirniento a nivel rnicroscbpico; con el avance de 
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la tecnologia en biologia celular y molecular, se encontraron que existen ciertas 
proteinas presentes en las cClulas proliferativas que se expresan sincrbnicarnente con 
diferentes estadios del ciclo celular. 5 i  bien no se conoce su funci6n en todos 10s 
casos, se ha deterrninado la participaci6n de algunas de ellas en la sfntesis de ADN. 
Mediante la utilizacibn de anticuerpos contra estas proteinas corno marcadores 
rnoleculares, se pueden reconocer las etapas de sintesis de una cClula; algunas de 
estas proteinas endbgenas asociadas a la proliferacibn son ~ 1 0 5  (Clevenger et  a/, 
1987), a-ADN polimerasa (5eki et a/, 1990), Ki 6 7  (Gerdes e t  a/, 1983) y PCNA 
(M iyac h i e t  a/, 1978). 
PCNA ("proliferating cell nuclear antigen"), es una proteina nuclear hcida de 36 
kDa, reconocida como una ciclina en 1984 (Mathews et  a/, 1984), que actda corno 
auxiliar de la 6-ADN polimerasa (Prelich et  a/, 1987; Bravo et  a/; 1987). Es una 
rnol6cula estable cuya secuencia aminohcidica ha sido altamente consewada durante 
la evolucibn (Moriuchi, 1990) y que se encuentra presente en un amplio rango de 
especies incluyendo rnamiferos (Foley et a/, 1991), peces (Negishi et a/, 1991; Ortego et 
a/, 1994; Nomura, 1994), anfibios (Leibovici et  a/, 1992) invertebrados (Yarnaguchi et  
a/, 1.991), e incluso plantas (Daidoji et  a/, 1992). 
Aunque se ha deterrninado que PCNA se encuentra en todo tip0 de tejidos y es 
esencial para la repIicaci6n del ADN en diversos tipos celulares (Tan et  a/, 1986; Bravo 
y Mcdonald-Bravo, 1987; Prelich et  a/, 1987) todavia no se ha establecido su rol con 
exactitud. La expresibn de PCNA es variable a lo largo del ciclo celular, aurnentando 
durante la fase GI  hasta alcanzar un pico rnhxirno en 5, y declinando posteriormente 
en G2  y lul (Bravo y Macdonald-Bravo, 1987); no ha sido detectada su expresi6n en la 
fase GO (Kurki eta/,  1986). En la fase 5 temprana 10s anticuerpos contra PCNA han 
rnostrado una localizaci6n difusa, rnientras que en el periodo de rnhxima sintesis de 
ADN el patrbn hallado es de tip0 punteado (Bravo y Macdonald-Bravo, 1985; Celis y 
Celis, 1985). 
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En ernbriones tempranos de Xenopus, PCNA ha sido detectada por 
inrnunocitoqufrnica 5610 en el nk leo  y durante la fase 5 (Leibovici et  a/, 1992), aunque 
es posible su extracci6n en otras etapas del ciclo; estas observaciones y otras 
realizadas en cklulas en cultivo, sugieren la existencia de dos formas rnoleculares 
distintas y quizis con diferentes funciones (Bravo y Macdonald-Bravo, 1987; Leibovici 
e t  a/, 1992). En cualquier caso, 10s estudios realizados establecen que la detecci6n y 
distribucibn de PCNA durante la embriogknesis de 10s anfibios, permite identificar 
cronol6gicamente y analizar la participaci6n de 10s distintos grupos celulares en la 
forrnaci6n de 10s 6rganos larvales. 
5 i  bien el concepto de que la rnuerte celular forma parte de un proceso normal 
durante la renovaci6n de 10s distintos tejidos, la regulaci6n de las poblaciones 
celulares y la rnorfogknesis de 10s embriones, ya fue enunciado mas de cincuenta afios 
a t r i s  (Glucksrnann, 1950), 5610 en 10s hltirnos ages se ha comenzado a estudiar en 
forma intensiva (Ellis et  a/, 1991; Ffrench-Constant, 1992; Rubin e t  a/, 1993; Tata, 
1994; 5gonc y Wick, 1994; Bredesen, 1995; Kroerner et  a/, 1997; Hetts, 1998; 
Huppertz et  a/, 1999). Este proceso es denominado 'Muerte Celular Programada" 
(MCP) debido al concepto aceptado de que las cklulas "disparan" un prograrna 
intrfnseco de rnuerte y contribuyen activamente de esta manera a 5u propia 
desaparici6n; alternativamente, se utiliza el tdrrnino "apoptosis" (Kerr et  a/, 1972), el 
que originalmente definfa el aspecto morfol6gico de un tip0 particular de muerte 
celular '6fisio16gica", en contraposici6n al observado en las muertes celulares 
a "necr6ticas". 
Algunos autores sugieren aplicar la denominaci6n de apoptosis solo a la 
rnuerte celular que se observa en el recarnbio de 10s tejidos normales adultos, y la de 
MCP para describir la involuci6n celular durante la embriogdnesis (Ruibal-Ares s t  a/, 
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1994); sin embargo, en la actualidad, la rnayoria de 10s investigadores utilizan 
indistintarnente arnbos tbrrninos para describir las muertes celulares que implican 
una autonornia en la seilal de iniciaci6n, a t rav is  de un programa interno de la cilula. 
La MCP o apoptosis consiste de una serie de etapas durante las cuales la 
cklula sufre carnbios morfol6gicos y rnoleculares tipicos, que se presenta durante el 
desarrollo ernbrionario tanto de invertebrados corno de vertebrados (Ellis et  a/, 1991; 
Ffrench-Constant, 1992; Oppenheim, 1991; Bredesen, 1995), y que se encuentra 
involucrada en el rnantenirniento del balance de las poblaciones celulares de 10s tejidos 
y 6rganos durante la embriogbnesis y la vida adulta de 10s organisrnos (Darfler y 
Karaszkiewicz, 1995). 
La apoptosis requiem la coordinaci6n de procesos biol6gicos energitico- 
dependientes y dirigidos geniticarnente (Huppertz et  a/, 1999); esto es comparable a 
10s procesos de proliferaci6n y diferenciacibn, 10s que son norrnalmente iniciados por 
interacciones es~ecificas de receptor-ligando. Por otra parte, la MCP irnplica la acci6n 
de activadores, efectores y reguladores negativos; este proceso puede ser visto corno 
una secuencia de eventos en cascada, la cual no esta totalmente clarificada (Villa e t  
a/, 1997). La complejidad de la cascada apopthtica es otro aspecto que rnuestra la 
relaci6n estrecha entre este tipo de rnuerte celular y el proceso de diferenciaci6t1, ya 
que arnbos involucran algunas secuencias idbnticas (Hengartner, 1997; Huppertz e t  a/, 
1999). 
Este tip0 de muerte es diferente de las muertes celulares patol6gicas corno la 
necrosis, las cuales no forman parte del programa ernbriol6gico animal y que son 
causadas por dailos fisicos, quirnicos y osrn6ticos, con la consecuente pdrdida de la 
integridad de las rnernbranas celulares. En carnbio, la MCP o apoptosis involucra la 
participaci6n activa de enzimas end6genas en la rnediaci6n de la rnuerte celular, 
previamente a la desaparici6n de las mernbranas (Kroerner e t  a/, 1995). AdemLs 
existen divers05 aspectos bioquimicos y rnorSol6~icos que diferencian a la necrosis de 
la MCP (Wyllie. 1981; Bredesen, 1995); uno de 10s aspectos principales en muchos 
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t ipos celulares, aunque no en todos, consiste en el clivaje del ADN en nucleosomas, 
debido a la activaci6n de endonucleasas end6genas. Los trabajos efectuados han 
demostrado dos fases en la digestibn del ADN (Earnshaw, 1995): la primera que 
involucra el clivaje del genorna en fragmentos de 200-300 y 30-50 kb; la segunda 
fase implica otro clivaje enzimdtico que produce oligonucleosomas. 
En el nljcleo y citoplasma de las cklulas apopt6ticas se obsewan cambios 
motfol6gicos que se corresponden con esta fragmentaci6n del ADN; estos cambios 
estdn caracterizados por una condensaci6n de la cromatina en la periferia nuclear, un 
colapso del nljcleo, contracci6n o reduccibn del volumen celular, la pkrdida de 10s 
contactos y uniones intercelulares y de las microvellosidades. En etapas tardfas, las 
rnitocondrias se encuentran desorganizadas y se obsewan 10s cuerpos apoptbticos, 
constituidos por fragmentos de nljcleo y citoplasma incluidos en una porcibn de 
membrana plasmdtica; estos son luego fagocitados por cklulas vecinas, sin producir 
una respuesta inflamatoria en el tejido (Wyllie, 1981; Kerr e t  al, 1995) 
La MCP se encuentra involucrada en la morfogknesis de diversos 6rganos en 
vertebrados, como el riE6n (Koseki e t  a/, 1992), el timo (Ruben e t  a/, 1994) y el 
pdncreas (Grassi Milano y Chimenti, 1995), en la formaci6n de digitos (Mori e t  a/, 
1995), en el desarrollo del sistema newioso (Clarke 1990; Oppenheim, 1991; Bredesen, 
1995), etc.; tambikn se ha establecido que este proceso juega un rol primordial 
durante la metamotfosis de anfibios, en la regresi6n de algunos tejidos como la cola, y 
en la reorganizaci6n estructural de otros, como el intestino (Tata, 1994; Nishikawa y 
Hayashi, 1995; Ishizuya-0ka y Ueda, 1996). 
Estudios realizados en 'peces, han demostrado la presencia de cklulas 
apoptbticas en el epitelio branquial de embriones de Salmo t r u t t a  y Oncorhynchue 
myki55, variando la distribucidn de 105 nljcleos apoptbticos segdn el estadio y siendo 
mas frecuentes durante el alevinaje (Rojo e t  a/, 1997; Rojo y Gonzalez, 1998, 1999). 
Utilizando tkcnicas de microscopfa electrhnica y bioquimicas, 10s autores 
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distinguieron varias fases apoptbticas en distintos tipos de ctlulas branquiales: 
pavimentosas;ctlulas de cloruro y de la glhndula de "hatching". 
5i bien existen numerosos trabajos sobre la degeneraci6n de las branquias 
durante la metamorfosis, especialmente en reIaci6n a la reguIaci6n hormonal de este 
proceso por T3 y T, (Fox, 1983), la regresibn de lae branquias externas durante la -. 
embriogknesis de 10s anuros ha sido estudiada en pocas oportunidades; sin embargo, 
105 filament05 branquiales externos constituyen un excelente sistema para estudiar 
la muerte celular embrionaria en anfibios, ya que su desaparici6n se presenta en un 
perfodo bastante anterior y diferente al de la metamorfosis. 
El ljnico trabajo conocido que ha encarado esta temhtica en Anuros es el de 
Michaels e t  a1 (1971), quienes describieron la ultraestructura de 10s filament05 
externos y algunos aspectos ultrastructurales de la degeneracibn de 10s mismos en 
Kana ppiens. Estos autores encontraron alteraciones morfol6gicas en 10s nljcleos 
celulares: la cromatina se presentaba como "clumps" electrodensos y se observaron 
modificaciones en la conformacibn de la membrana nuclear; ademhs, en el citoplasma 
de las cklulas degenerativas se encontraron numerosos lisosornas y, posteriormente, 
la formaci6n de grandes vacuolas autofhgicas que contenfan fosfatasa hcida 
lisosomal. 
En ~ u a n t o  a las tkcnicas aplicadas en 10s estudios de rnuerte celular, 10s 
resultados obtenidos en las branquias embrionarias de 5almo trutta mostraron 
dificultades en la deteccibn de cklulas y cuerpos apoptbticos cuando solo se aplican 
tkcnicas morfolbgicas y ultraestructurales (Rojo y Gonzalez, 1998), por lo cual serfa 
recomendable corroborar este tip0 de estudio con ttcnicas bioquimicas de marcaci6n 
del ADN durante su fragmentacibn. 
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Debido a la falta de trabajos que dernuestren 10s procesos que llevan a la 
desaparicibn de las branquias externas en Anuros, hernos encarado un estudio en 
Bufo arenarum para dilucidar si tales eventos se verifican por rnuerte celular 
programada. Paralelarnente se ha estudiado la proliferacibn celular presente en 10s 
rnismos estadios, ya que arnbos procesos se encuentran fntimarnente ligados. 
Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo ha sido examinar 10s procesos de 
proliferacibn y muerte celular durante el desarrollo secuencial de las branquias 
externas e internas, y la desaparicibn de las primeras en etapas ernbrionarias. 
Con el objeto de reconocer las fases proliferativas, se aplicaron tkcnicas 
inrnunocitoqufmicas para la detecci6n de una proteina asociada al proceso de divisi6n 
celular en 10s estadios embrionarios y larvales anteriorrnente estudiados con tkcnicas 
histolbgicas cl8sicas. Para clarificar 105 mecanisrnos involucrados en la desaparicibn 
de las branquias externas, se estudi6 el proceso de muerte celular en 10s ernbriones de 
~ u f o  arenarum a travks del anBlisis histolbgico en 10s estadios ernbrionarios de 
transici6n entre arnbos brganos y se aplicb la tkcnica TUNEL (TAT-mediated dUTP 
Nick-End Labeling) para la detecci6n in situ de fragment05 de ADN en 10s rnismos 
estadios. 
MATERIAL BIOL~GICO 
Ver Capitulo 1. 
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Embriones y larvas correspondientes a 10s estadios 23, 24, 25-1 y II fueron 
procesados y observados s e g h  lo especificado en el Capftulo 1. 
Embriones y larvas entre 10s estadios 20 y IV fueron fijados por inmersi6n en 
liquid0 de Bouin durante 3h (90' a 4°C y 90' a ternperatura ambiente), luego 10s 
ejemplares fueron lavados y conservados en alcohol 70" a 4°C. 
Posteriormente 10s ejemplares fueron deshidratados en una serie ascendente 
de alcoholes, mezcla de alcohol-xilol, dos bafios de xilol, e inclufdos en una mezcla de 
parafina-cera de abejas (56°C). 
De las piezas seleccionadas se realizaron cortes seriados en sentido 
transversal, con un espesor de 6pm, utilizando un micr6torno Leitz. Los cortes fueron 
montados sobre portaobjetos y mantenidos una semana a 3 0 0 C  para su to ta l  
secado. Las secciones fueron desparafinadas en xilol, hidratados en una serie 
descendente de alcoholes y en buffer fosfato salino (PB5) 0,1M, pH 7.4, durante 30'; 
para inhibir la actbidad de peroxidasas endbgenas, 10s cot-tes fueron tratados con 
una soIuci6n de 3% de H,O, en PB5 durante 10: y enjuagados en PBS varias veces. 
Para bloquear una eventual actividad inespecffica de otras proteinas, 10s cortes 
fueron inrnersos en una soIuci6n 5% de leche descremada, 0,02% de Trit6n X-100 en 
YE35 durante 40', y enjuagados en PB5. 
El anticuerpo primario (anti-PCNA, clon PCIO, Enzo Diagnostics Inc.) fue dilufdo 
en concentraciones adecuadas de PB5 y aplicado sobre las secciones histol6gicasY 
las que fueron incubadas en chmara hhmeda a 4OC durante 20h. 
El control negativos efectuado para probar la especificidad del anticuerpo 
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Corno control positivo se tuvo en cuenta la inrnunornarcacidn presente en la 
capa germinativa (ventricular) del tubo neural, en donde se verifica una intensa 
proliferaci6n de las "stem cells" neuronales. 
Despuks de enjuagar 10s cortes en PB5, fueron tratados nuevamente con la 
solucidn de leche descremada y Triton durante 60' y luego lavados en PB5. 
Para la inmunodetecci6r1, se aplic6 el mbtodo avidina- biotina, utilizando 
Extravidina (Sigma) o el k i t  ABC Vectastain (Vector Laboratories, Burlingame, CA); 
las secciones fueron incubadas en chmara hfimeda con el anticuerpo secundario 
conjugado con biotina diluido en PB5, durante 30-60' a temperatura ambiente, 
lavados en PB5, e incubados con el complejo avidina-biotina-peroxidasa, 30-60' a 
ternperatura arnbiente. Luego 10s portaobjetos fueron lavados en YE35 y revelados con 
una soluci6n de 3.3'-diaminobenzidina (DAB) o 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (Vector) 
y H202 para detectar la peroxidasa; la inmunocoloraci6n observada utilizando DAB es 
marrdn, rnientras que en el caso del AEC, la coloraci6n es roja. 
El seguirniento del proceso de revelado se llev6 a cabo en el rnicroscopio. La 
reaccibn fue detenida en agua destilada, las secciones fueron deshidratadas en una 
serie ascendente de alcoholes, clarificadas en xilol y montados con el rnedio sintbtico 
DPX (Fluka, 5uiza). Los preparados fueron observados y fotografiados de acuerdo a lo 
mencionado en el Capitulo 1. 
Mhtodo TUNEL 
Para el estudio de dlulas apoptdticas en embriones y larvas se aplic6 el 
mCtodo TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling), que detecta el ADN 
fragmentado a travbs de la incorporacidn catalitica de 12-dUTP-fluorescefna en 10s 
extremos 3'-OH, utilizando la enzirna "Terminal deoxynucleotidyl Transferase" (TdT). 
Los embriones y larvas de estadios 23 al II fueron fgados en una soluci6n de 
formaldehido 4 % en buffer fosfato salino 0.1 M (PB5) durante 2 0  horas a 4OC, y 
conservados en alcohol 70" a 4°C. 
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Posteriormente fueron deshidratados en una serie ascendente de alcoholes, 
xilol e inclufdos en una mezcla de parafina-cera de abejas (56OC). 5e realizaron cortes 
seriados en sentido transversal, con un espesor de 6pm, utilizando un rnicr6tomo 
Leitz. Las secciones fueron rnontadas sobre portaobjetos recubiertos con Vectabond 
(Vector) y mantenidos una semana a 30°C para su to ta l  secado. 
Los cortes fueron desparafinados en xilol, hidratados en una serie descendente 
de alcoholes, sumergidas 5'en una soluci6n 0,85% de NaCI, lavados 5' en PB5 0,1M, pH 
7.4, y refijadas en soluci6n 4-% de formaldehfdo en PB5 durante 15'. Luego las 
secbiones fueron lavadas en dos b a ~ o e  de 5' de PB5, sumergidas 2' en buffer Tris-HCI, 
pH 8,1, para luego ser permeabilizadas con una soluci6n de 20pglml de proteinasa K 
(Gibco, Life Techonologies, Gaithersburg, MD) en buffer Tris-HCI, pH 8.0, durante 10' a 
ternperatura ambiente, y lavadas nuevarnente durante 5' con PB5. Luego fueron 
refijadas 5' en soluci6n 4% de formaldehfdo en PB5, lavadas en PB5 e inmersas en 
buffer de Equilibrio (200  rnM cacodilato de potasio, 25 mM Tris-HCI, 0,2 mM DTT, 
0,25 mg/ml albljrnina skrica bovina y 2,5 mM cloruro de cobalto) durante dos rninutos. 
Los portaobjetos fueron extraidos del buffer, secados alrededor de 10s cortes 
histolbgicos y se aplic6 con micropipeta el buffer de Reaccibn, compuesto por una 
rnezcla de nucle6tidos (que incluye dUTP-fluoresceha y dATP), la enzima TdT y buffer 
de Equilibrio; 10s cortes fueron cubiertos con cubreobjetos de pl ist ico e incubados 
durante 60' a 37°C. 
5e  llevaron a cabo dos tipos de controles: 
- "positivos"; previarnente a la apIicaci6n del buffer de Equilibrio, algunos cortes fueron 
tratados con una soluci6n de 0,5 pg/ml ADNasa I (Promega, Madison, WI) en buffer 
Tris-HCI, pH 7.9,10 mM NaCI, 6 mM MgCI, y 10 rnM CaCI, durante 10' a 3 7  OC. Luego 
fueron lavados varias veces con agua destilada y PB5, y se continu6 el procedimiento; 
la ADNasa I es una nucleasa que produce oligonucleosomas 3'0HI5'P. Este 
tratamiento para la obtencidn de controles positivos indujo roturas inespecificas en 
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el ADN de 10s nljcleos de la mayorfa de las cklulas (por lo menos un 70%), 10s que 
dieron coloraci6n positiva en la obsewaci6n final. 
- "negativos": en el buffer de Reacci6n aplicado en estos cortes, se reemplaz6 la 
enzima TdT por agua destilada. 
La reacci6n se detuvo con buffer 55C (0,3 M NaCl y 30 mM citrato de sodio, 
pH 7.0), durante 15' a ternperatura arnbiente; 10s portaobjetos fueron lavados en PB5 
y montados con un medio acuoso no permanente ( 0,3% propilenglicol, 30% glicerina, 
0,3% azida s6dica en PE35); 10s preparados fueron observados en un microscopio de 
epifluorescencia Polyvar (Reichert-Jung) y fotografiados con pelkula TMAX 400 
(Koda k). 
Posteriormente 10s preparados fueron desrnontados, lavados en varios bai?os 
de PB5 y de agua destilada, coloreados con hematoxilina y eosina, deshidratados y 
montados como se describe en la secci6n Anhlisis Histol6gico; de esta manera se 
pudo examinar el aspect0 morfol6gico de 10s nljcleos detectados por el rnktodo 
TUNEL. 
PKOLIFEKACION CELULAR 
Con el objetivo de reconocer las cklulas proliferativas durante el desarrollo de 
las branquias, embriones desde el estadio 2 0  hasta el IV larval fueron 
inmunornarcados con un anticuerpo contra PCNA; la coloraci6n granular positiva fue 
observada especfficamente en 10s nljcleos celulares, y no se encontraron nljcleos 
inmunorreactivos en 10s controles negativos . 
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En 10s estadios 20 y 23, aunque nurnerosos nkleos resultaron 
inmunornarcados, la coloracidn fue de mayor intensidad en 10s arcos branquiales y en 
la parte interna de la barra branquial, similar a la encontrada en la faringe y el tubo 
neural (fig. 2), rnientras que se encontr6 una reacci6n rnenor en 10s filamentos 
externos, as: corno en la epidermis y el opkrculo. 
En el estadio 24 se sigui6 observando el mismo pat&, con una coloraci6n 
intensa en el epitelio de las branquias internas que esthn en formacidn y en el epitelio 
faringeo que darS origen a 10s velos, rnientras que se detect6 una rnarca mas suave en 
el tejido 'rnesenquirnhtico y 10s nkleos de 10s cartjlagos de 10s arcos viscerales; la 
reacci6n fue negativa en 10s n6cleos de 10s filamentos externos, que han quedado 
encerrados por el op6rculo (fig. 3). 
En el estadio I fue observada una arnplia distribucidn de la inrnunomarcacidn en 
las branquias in-krnas en desarrollo, siendo mas intensa en las cklulas epiteliales de 
10s filtros y crestas (fig. 4), y en las cklulas cilfndricas de 10s velos dorsales y ventral; 
se encontr6 una coloracidn mas dkbil y en algunos casos estuvo ausente en el resto 
del epitelio de 10s velos, en el tejido conectivo de las branquias, y en algunos 
filamentos respiratorios. No se observd inrnunorreaccibn en 10s restos de 10s 
filamentos de las branquias externas. 
. . . '  
En 10s estadios I1 y IV se detect6 reacci6n positiva suave en nurnerosos nljcleos 
del epitelio branquial y del tejido cone~tivo de la5 branquias; 10s ceratobranquiales ya 
- - -  I 
diferenciados no presentaron coloracidn (fig, 5). La coloraci6n fue inbn5a y fi-ecuente 
en las cklulas epiteliales cilfndricas del velo dorsal y de otras porciones del aparato 
.-' ,.a 1 filttante, similar a la encontrada en algunos n6cleos del tubo neural y de 10s ojos (fig. 
8 % ;  1 
6). I ) 
MUERTE CELULAR PKOGKAMADA 
Algunos signo.5 morfol6gicos de degeneracidn celular pueden ser obset-vados a 
nivel del microscopio 6ptico a travbs de tkcnicas convencionales de coloracidn (Kerr e t  
C Diana Alonso , .e - % . 
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a/, 1995); con el objetivo de localizar cdlulas en proceso de rnuerte celular y cuerpos 
apopt6ticos, se efectu6 el anhlisis de cortes histol6gicos seriados del hrea branquial 
desde el estadio 23, en que se ha formado el opdrculo y las branquias externas se 
encuentran plenarnente desarrolladas y funcionales, hasta el estadio II larval en que 
han desaparecido por completo 10s filamentos branquiales externos. 
Las cdlulas sometidas al proceso de rnuerte celular prograrnada o apoptosis, 
presentaron un aspect0 "encogido", aisladas de las cdlulas vecinas, debido a la 
reducci6n del volumen citoplasmltico; tarnbidn mostraron un citoplasrna rnas denso, 
hornogdneo y eosin6filo que las norrnales, mientras que el ndcleo present6 un aspect0 
picn6tico (fig. 7a) , siendo rnas frecuente su observaci6n en 10s estadios 24 y 25-1 en 
10s restos de 10s filament05 externos. En una etapa mas avanzada del proceso, 10s 
ndcleos se observaron corno una esfera densa oscura, fragmentado dentro de una 
cdlula o en pequeilos cuerpos apopt6ticos (figs. 7b,c y d); tambidn se encontr6 una 
acurnulaci6n de grlnulos de pigmento oscuro en las cClulas apopt6ticas (fig. 7c y d), 
rnantenidndose las cdlulas alrededor de un vaso sanguine0 activo (fig. 7a y c). Por 
Gltirno se observ6 la pdrdida de 10s limites celulares y la presencia &lo de algunos 
restos celulares pigrnentados (fig. 7d). 
Para deterrninar si se produjo fragrnentaci6n oligonucleos6rnica del ADN 
durante el proceso de apoptosis en el Area branquial y visualizarla in situ, se utiliz6 el 
rndtodo TUNEL en cortes histol6gicos de ernbriones de 10s misrnos estadios 
rnencionados anteriormente; de esta rnanera se ~orroboraron las observaciones 
rnorfolbgicas, coincidiendo la forma y localizaci6n de las cdlulas afectadas y 10s restos 
apopt6ticos. 
En el estadio 23 se encontraron escasos ndcleos TUNEL-positivos en 10s 
filarnentos externos (fig. 8); en el estadio 24, rnostraron reacci6n positiva nurnerosos 
n6cleos en 105 extremos de 10s filarnentos externos (fig. 9a) y unoe pocos en el 
opdrculo (fig. 9b), rnientras que no se encontraron ndcleos rnarcados en el epitelio en 
diferenciacidn alrededor de 10s arcos branquiales. 
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Figura 7: Cortes histolbgicos de 10s restos de branquias externas de ernbrionee en 
estadios 25-1 coloreados con hematoxilina-eosina (fig. a, c y d) y con tricrbmico de 
,Mallory (b). 
a, b) El epitelio de 10s filamentos externos rnuestra distintos estadios de cblulas 
apoptdticas; se encuentran nlicleos picnbticos. (pi), citoplasrna denso y rnuy 
eosinbfilo (ce), nlicleo fi-agmentado (flecha), cuerpos apoptbticos (cabeza de 
flecha). x200. c, d) Se observan restos de c61ulas apoptbticas, 105 limites celulares 
5e han perdido y 5e encuentra acurnuIaci6n de pigmento. x200 y ~£500 
respectivamente. ca: vaso capilar. 
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El estadio I present6 la mayor frecuencia de nu'cleos marcados e incluso de cuerpos 
apopGticos, especialmente entre 10s restos de 10s filamentos externos (fig. 10); se 
detectaron pocos nu'cleos en la parte anterior de las branquias donde se encontraban 
en desarrollo las branquias internas y esporBdicamente alguno en el opkrculo (fig. 10a 
y b). En el Brea m85 avanzada del proceso, coincidiendo con la pkrdida de 10s Ifmites 
celulares y la acumulaci6n de parthulas pigmentadas, se detectaron numerosos 
fragment05 nucleares (fig. IOc y d). Estos resultados coincidieron con la pkrdida de la 
integridad del citoesqueleto observada en la inmunomarcaciones con 
anticitoqueratinas, en el mismo estadio (Ver Capitulo 3). 
En el estadio I I  baj6 nuevarnente la frecuencia de nGcleos reactivos, y se 
observaron algunos inmuhomar~aciones positivas en 10s filamentos y en 10s filtros 
branquiales (fig. 11). 
La aplicaci6n del TUNEL permiti6 tambikn establecer que en 105 distintos 
estadios, la mayorfa de las cdlulas afectadas eran epiteliales, ya que solo 
esporhdicamente se observaron nu'cleos reactivos entre las mesenquimiticas. 
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Entre 10s diversos rnktodos disponibles para identificar cklulas en activo 
proceso de sintesis de ADN a nivel histol6gic0, la utilizaci6n de marcadores 
rnoleculares de proteinas asociadas a la proliferacidn (corno PCNA) presenta la 
ventaja de realizar la inmunodetecci6n en tejidos fijados y procesados 
convencionalmente. 
Existen dos formas de la protefna PCNA; una es sensible a 10s solventes 
orghnicos y la otra no es afectada por 10s rnisrnos (Bravo y McDonald-Bravo, 1987). 
La forma nucleoplhsmica de PCNA es extraible por solventes orginicos, se encuentra 
en cklulas en reposo y no esth involucrada en la sfntesis de ADN. La forrna resistente 
a .lo5 solventes orghnicos se encuentra localizada en 10s sitios de replicaci6n de ADN y 
asociada a la sintesis y reparacdn de ADN; esta serfa la forrna proteica detectada 
en el presente trabajo, ya que 10s tejidos fueron tratados con solventes orgBnicos 
durante el procesarniento histol6gico utilizado. 
La distribuci6n de PCNA en cklulas ernbrionarias y larvales durante el 
desarrollo de las branquias de Bufo arenarum fue detekrninada a travks de 
inmunocitoquirnica; 10s resultados obtenidos perrniten relacionar su expresi6n con las 
cklulas o tejidos en procesoe de proliferacidn y diferenciacidn celular. En 105 prirneros 
estadios estudiados, se encontrd una gran cantidad de nljcleos reactivos, que 
corroboran las obsewaciones histoldgicas: las cklulas se presentan en activa divisidn 
y diferenciacidn, especialmente en 10s arcos y epitelios branquiales, con gran cantidad 
de plaquetas vitelinas y grhnulos de pigrnento que disrninuyen progresivarnente hacia 
el estadio I; en este estadio, rnientras se encuentra una intensa reacci6n en 10s 
tejidos de las branquias internas, se observa ausencia to ta l  de coloraci6n en 10s 
filament05 externos En 10s estadios II Y IV, tanto 10s epitelios branquiale~ corno 10s 
velos y el tejido conectivo rnuestran expresi6n de PCNA; en 10s estadios mas 
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avanzados, la deteccibn es esporidica en 10s distintos tejidos branquiales, siendo 
frecuente en 10s velos dorsales. Estos velos tienen una importante f ~ n ~ i d f l  en el 
filtrado de partfculas tanto para la alimentaci6n de la larva como para evitar su 
pasaje al tejido respiratorio; esta actividad mechnica provocarfa un desgaete 
acentuado del epitelio, que serfa compensado con una alta tasa de recambio celular. 
El proceso de muerte celular observado durante la degeneracidn de las 
branquias de Kana pipiens ha sido descripto como una necrosis o atrofia producida 
por autblisi~, basado en la presencia en las cblulas degenerativas de grandes vacuolas 
autofhgicas conteniendo fosfatasa ic ida lisosomal (Michaels e t  a/, 1971); sin 
embargo, de acuerdo con 10s resultados obtenidos en este trabajo y con 10s 
conocimientos actuales acerca de esta temhtica, se puede afirmar que la regresidn 
de 10s filamentos branquiales externos en Bufo arenarum corresponde al proceso 
denominado apoptosis o muerte celular programada (Wyllie e t  a/, 1981; Clarke, 1990). 
Aunque este tip0 de muer-te celular se ha encontrado en algunos casos durante la 
metamorfosis y remodelacidn de tejidos larvales (Tata, 1994; Grassi Milano y 
Chimenti, 1995; Nishikawa y Hayashi, 1995; 5hi, 2000), no habfa sido implicada hasta 
el momento en la degeneracibn de las branquias ernbrionarias. 
La muerte celular programada juega un rol primordial durante la ontogbnesis 
normal, participando en la eliminacibn selectiva de cblulas en 10s tejidos en formacibn 
(Mori e t  a/, 1994; Grassi Milano y Chimenti, 1995) e incluso de drganos enteros 
durante el desarrollo (Tata, 1994; 5hi, 2000). A diferencia de 10s resultados 
observados en urodelos, donde las branquias externas son funcionales hasta la 
metamotfosis, la especializacibn funcional de las branquias internas a lo largo de la 
evolucibn de 10s anuros se encuentra asociada a la desaparicidn de las branquias 
externas, las que son innecesarias una vez que las internas comienzan a formarse. 
Las observaciones histolbgicas realizadas en las cklulas degenerativas de las 
branquias externas de Bufo arenarum coinciden con algunos de 10s cambios 
motfolbgicos caracterfsticos de la muerte celular programada descriptos 
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anteriorrnente (Wyllie, 1981; Koseki e t  a/, 1992; Kerr e t  a/, 1995; Bredesen, 1995): 
reducci6n del volumen celular, formaci6n de protuberancias en la superficie celular, 
condensaci6n, indentacibn y fragrnentaci6n nuclear, asi corno agrandamiento del 
nucleolo. Estos resultados esthn de acuerdo con las observaciones efectuadas en la5 
branquias de Kana pipiens (Michaels et  a/, 1971), y con descripciones realizadas 
durante la regresi6n de algunos 6rganos durante la rnetamorfosis, corno el phncreas 
(Grassi Milano y Chimenti, 1995) y ctlulas epiteliales del intestino, epidermis y la cola 
de varios anuros (5hi, 2000). Las variaciones rnorFol6gicas fueron corroboradas con 
algunos resultados inrnunocitoquimicos durante 10s estadios que presentaron mayor 
frecuencia de nlicleos apopt6ticos : en el estadio I, no solo estuvo ausente 
inmunocoloraci6n para PCNA en 10s filament05 externos, sino que la pkrdida de lirnites 
celulares es contemporhnea con la disrninuci6n o ausencia de inrnunorreacci6n a 
distintas citoqueratinas, las cuales son marcadores rnoleculares de uniones 
intercelulares tipicas de epitelios (desmosornas y hemidesrnosomas) (Franke e t  a/, 
1984) (ver Capitulo 3). 
En cuanto a 10s aspectos bioquimicos de la muerte celular, ha sido sugerido 
que la fragrnentacibn internucleosomal de ADN a travks de una endonucleasa 
endbgena no deberia considerarse corno una evidencia definitiva de apoptosis (Ueda y 
Shah, 1994); sin embargo otros autores han reportado que en nurnerosos tipos 
epiteliales que sufren el proceso de apoptosis, el ADN siempre es clivado en 
fi-agmentos entre 50 y 300 kbp, independientemente de la subsecuente 
fragrnentaci6n internucleosomal (Oberharnrner e t  a/, 1993). El rnktodo TUNEL ha 
probado ser eficaz en la detecci6n especifica de ADN fragmentado en nkleos y 
cuerpos apopthticos de distintos tipos celulares durante este proceso (Gavrieli e t  a/, 
1992; Mori e t  a/, 1994; Tureckovh e t  a/, 1996; Rojo y Gonzalez, 1998); por otra parte, 
se ha sugerido que es necesario cornpletar 10s resultados del TUNEL con 
observaciones rnorfol6gicas ylo ultraedructurales. En el presente trabajo, la 
aplicaci6n de este mttodo ha perrnitido confirrnar divers05 aspectos rnorfol6gicos 
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descriptos; se han identificado ndcleos en estadios ternprano y medio de muerte 
celular (condensacibn, indentacibn y fragrnentacibn) ~onternporanearnente con la 
ausencia de rnarcadores de actividad nuclear (PCNA), rnientras que en estadios 
tardfos se cornprob6 la presencia de ADN entre 10s restos de tejido en degeneraci6n. 
Estos resultados tarnbidn coincidieron con la anteriorrnente rnencionada pdrdida de la 
integridad del citoesqueleto. 
5e considera que la apoptosis se encuentra bajo un control gendtico, el cual es 
expresado a travds de factores apropiados (Kroemer e t  a/, 1995; bredesen, 1995) 
Durante la rnetarnotfosis, un proceso que se encuentra bajo estricto control 
hormonal, la tiroxina es el factor inductor de la muerte celular de las branquias 
internas de anuros y de las branquias externas de uradelos, asi corno de otros 
brganos lawales (Fox, 1983; Tata, 1994; Shi, 2000); 10s resultados obtenidos en 
cdlulas rnusculares apoptbticas durante la rnetarnotfosis, han dernostrado que la T3 
induce la fragrnentacibn internucleosomal de ADN (Nishikawa y Hayashi, 1995). 
Durante el period0 en que cornienza la degeneracibn de las branquias externas de 
anuros, 10s niveles de tiroxina son muy bajos y la glhndula tiroidea aljn no es funcional 
(Fox, 1983). Recidn a partir del estadio I 5e supone que cornienza la actividad 
sintdtica en la tiroides de Bufo arenarum (Miranda, 1995), en coincidencia con las 
observaciones efectuadas en Xenopus laevis, donde el estadio 46 (hornblogo al 
' estadio I de 0. arenarum) es el mas temprano capaz de exhibir respuesta rnorfoldgica 
y bioquirnica ante el aporte exbgeno de T3 (Tata, 1994), rnientras que las tiroides 
recidn cornienzan la secrecibn de T3 y T4 en el estadio 53-54 larval (Tata e t  a/, 1993). 
La base molecular irnplicada en esta ternprana competencia celular al prograrna 
rnetarnbrfico es la avanzada expresibn de receptores de horrnona tiroidea en estadios 
embrionarios (Tata, 1994). 
Un gran ndrnero de genes han sido identificados en la ljltirna ddcada, cuyos 
productos de expresi6n tienen un rol determinado en 10s procesos de apoptosis o 
rnuerte celular prograrnada (bredesen, 1995; Kroerner e t  a/, 1995; Shi, 2000). 
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tarnbikn se ha cornenzado a identificar algunos genes irnplicados en la regresi6n 
orgAnica durante la rnetamorfosis de Xenopus laevis (Tata, 1994) y Rana japonica y 
catesbeiana (Shi, 2000); las rnuertes celulares observadas en la cola y el intestino de 
lo5 anuros durante la rnetarnorfosis cornparten caracteristicas rnorfol6gicas y 
genkticas. Arnbas pueden ser inhibidas por el immunosuppressant CsA y las 
caspasas, sugiriendo patrones sirnilares a 10s obsewados durante la apoptosis en 
rnamiferos; tarnbikn se han encontrado dos rniembros de la familia bcl-2 en Xenopus 
laevis, y se ha irnplicado a bax en la rnuerte de c61ulas rnusculares de la cola. 5in 
embargo, hasta el momento, no se ha estudiado la expresi6n de estos genes en 
estadios mas ternpranos que 10s involucrados en la rnetarnorfosis. 
El i rea  de rnuerte celular en las branquias externas progresa a lo largo del eje 
rostro-caudal en un sentido posterior a anterior, la rnisma direccibn del gradiente de 
rnuerte celular obsewad en el rnljsculo dorsal y la cola de larvas de Xenopus laevis 
durante la rnetarnotfosis (Nishikawa y Hayashi. 1995). Existen otros gradientes 
axiales per0 de sentido antero-posterior deterrninados en el desarrollo de 10s anuros, 
corno el de diferenciaci6n durante la embriogknesis ternprana (Niewkoop y Faber, 1956; 
Kadice e t  al, 1989) y el de proliferaci6n celular y expresi6n gtnica durante la 
rnetarnorfosis (Nishikawa y Hayashi, 1994). El gradiente de rnuerte celular observado 
en direcci6n opuesta al de diferenciaci6n y proliferaci6n podria ser el resultado de la 
presencia de un gradiente descendente antero-posterior de a l g h  inhibidor de rnuerte 
celular; para deterrninarlo seria necesario estudiar el patr6n de expresi6n de factores 
inhibitorios de rnuerte celular corno el bcl-2 o bclx, a lo largo del eje axial. En el caso del 
proceso de rnetarnorfosis, se ha encontrado una diferencia regional en la expresibn de 
10s receptores p de T,, la que podria ser responsable del gradiente de rnuerte celular 
durante 10s carnbios rnetarn6rFicos (Yaoita y Brown, 1991). 
Durante la rnetamorfosis, se encuentra claramente establecido que la rnuerte 
celular observada en diversos 6rganos, corno la cola y el epitelio intestinal, son 
dependientes del accionar de las hormonas tiroideas (5hi, 2000). Por lo expuesto 
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hasta aquf, se desconoce cual puede ser el -Factor inductor de la regresibn branquial 
en una etapa tan ternprana de la embriogknesis; la solucibn a este cuestionarniento 
se encontrarh en la deterrninacibn de productos de expresibn ternprana de alguno de 
10s genes implicados en la rnuerte celular prograrnada. Por lo tanto, es necesario 
realizar estudios ~elulares y rnoleculares exhaustivos para dilucidar el rol de 
potenciales prornotores y reguladores de la apoptosis durante la embriogknesis. 
En resurnen, la muerte celular prograrnada en 10s fjlarnentos branquiales 
externos de Bufo arenarum se verifica en forrna independiente a la acci6n de 
hormonas tiroideas y representa un excelente rnodelo para posteriores estudios de 
apoptosis en sisternas hormono-independientes. 
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INTRODUCCION 
El desarrollo de un organism~ implica la obtenci6n de cklulas especializadas 
a travks del proceso de diferenciacibn y la organizaci6n en grupos multicelulares 
(tejidos y 6rganos) mediante la morfoge'nesis. 
La morfogknesis involucra tan to  cambios drarniticos en la forma celular, 
como as i  tambien, la relocalizaci6n de grupos celulares, incluyendo la migraci6n de 
algunas cklulas, en ocasiones a lo largo de grandes distancias. 
El citoesqueleto es una compleja red de filamentos proteicos que se extiende 
a t rav ts  del citoplasrna otorgando rigidez y estabilidad a las cklulas, y participando 
en la distribucibn de las organelas; tarnbien de kl depende la capacidad de las 
cklulas de adoptar una gran variedad de formas as i  como la de efectuar 
movirnientos coordinados y direccionales. 
Aunque existen otras rnolkculas proteicas asociadas, 10s elernentos 
principales del citoesqueleto se distinguen en t res tipos de acuerdo al diAmetro 
que presentan: 10s microfilamentos (6-7 nm), 10s filamentos interrnedios (8-11 nm) 
y 10s microthbulos (22-25 nm) (Hilfer y Searls, 1986; Browder e t  a/, 1991; Alberts 
a t  a/, 1992; Nagle, 1994). Estos element05 se encuentran en estrecho contact0 en 
la cklula, constituyendo un verdadero armaz6n cuyas piezas estan 
interrelacionadas y sus funciones coordinadas. 
El citoesqueleto se encuentra involucrado en una variedad de cambios de la 
forma celular durante la organogknesis (Hilfer y Searls, 1986); por otra parte, el 
citoesqueleto de una cklula puede afectar al de sus vecinas, ya sea a travks de las 
uniones intercelulares o bien modificando la matriz extracelular. De esta manera, 
este complejo proteico juega un rol clave en un gran nljrnero de cambios 
morfol6gicos coordinados durante el desarrollo de tejidos y 6rganos. 
Diana Alonso 
Capftulo 3: Expresibn y distribucibn de proteinas del citoesqueleto durante el desarrollo de las branquias 
M icrofila rnentos 
Los microfilamentos son ~olimeros constituidos a part ir de subunidades de 
la proteina contr ict i l  actina, una de las mas abundantes en las cklulas eucariotas; 
10s rnicrofilamentos pueden encontrarse en forma individual corno la F-actina 
estructural, conformando un reticulo en el citoplasma celular, constituyendo una 
red densa bajo la rnernbrana ~ lasmgt ica (la corteza celular), o agrupados en un haz 
que corre a lo largo de la cklula, corno la actina de 10s mdsculos liso, esquelktico y 
cardiaco. 
En 10s tejidos epiteliales y en algunos otros tipos celulares, la red de 
rnicrofilamentos de actina se encuentra asociada a uno de 10s tipos de uniones 
celulares, la zonula adherens (5chaffer e t  a/, 1993); adernis se ha sugerido que 10s 
microfilamentos participan en la formaci6n de pliegues epiteliales y el "branching" 
(Browder e t  a/, 1991). 
Existen distintas proteinas que se pueden encontrar asociadas a la actina 
durante el desarrollo ernbrionario; una de las principales es la rniosina, la que se 
encuentra en bajos niveles asociada a 10s microfilamentos en 10s tejidos no 
rnusculares (Alberts e t  al,1992). La rniosina citoplasmitica no presenta reacci6n 
cruzada con 10s anticuerpos contra rniosina sarcomkrica, aunque ambas presentan 
la rnisrna estructura: dos cadenas pesadas de 2 0 0 0 0 0  Mr, dos cadenas livianas 
de 2 0 0 0 0  Mr y otras dos de 15000-17000 Mr (Hilfer y Searls, 1986). 
Microt6 bulos 
Lo5 rnicrotdbulos e s t i n  constituidos por protofilamentos de rnolkculas de 
tubulina, 10s cuales son heterodimeros formados por subunidades proteicas 
denominadas a-tubulina y P-tubulina. Adernas de ser parte esencial en una arnplia 
variedad de rnecanismos ~elulares conocidos, corno por ej. en la mitosis donde 
conforman el huso mit6tic0, y en la movilidad celular a travks de 10s cilios y flagelos, 
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tarnbien 10s rnicrotdbulos tienen importancia crucial en el control de la forrna de [as 
cklulas. 
Aunque todos 10s componentes del citoesqueleto participan en la geornetrfa 
celular, 10s rnicrotdbulos desernpeiian un papel exclusive en su deterrninaci6n; se 
encuentran involucrados en las translocaciones de organelas en el citoplasrna 
(Hilfer y 5earls, 1986), en la distribucibn de 10s rnicrofilarnentos y 10s filarnentos 
interrnedios (Alberts at a/, 1992), juegan un rol fundamental en el establecirniento 
de la polaridad celular y en la generacibn y rnantenirniento de la asirnetrfa celular de 
las cklulas rnigratorias (Mandelkow y Mandelkow, 1995). 
En las cklulas epiteliales, 10s rnicrot6bulos se encuentran organizados de 
diferentes rnaneras, de acuerdo con el tip0 celular; en las cklulas cuboides, son 
c o r k s  y distribuidos al azar, rnientras que en las columnares o cilfndricas, se 
encuentran organizados en haces que corren a lo largo del eje principal (Browder et 
a/, 1991). 
Filarnentos lnterrnedios 
Los filarnentos interrnedios (Fls) constituyen una farnilia superginica de 
protefnas fibrosas que se encuentran en el citoplasrna, y en el nucleoplasrna 
forrnando parte de la lhrnina nuclear de la c6lula, en donde constituyen una red que 
conecta el ndcleo con la mernbrana celular (Steinert y Liern, 1990; Nagle, 1994; 
Klyrnkowsky, 1995; Goldrnan et a/, 1996). La organizaci6n de la red de 10s Fls asf 
corno 51-15 propiedades obsetvadas in vitro, sugieren su participaci6n en el 
rnantenirniento de la integridad citoplasrnhtica y la forrna celular, el 
establecirniento de sitios especfficos de las organelas y otros elernentos 
e5tructurales, as i  corno resistencia al stress rnechnico (Albers y Fuchs, 1992; 
Goldrnan et a/, 1996). 5 i  bien se encuentran en todos 105 t ipos celulares, 10s Fls 
son particularrnente prominentes en 10s lugares donde las c6lulas esthn sornetidas 
a tensibn mechnica, corno es el caso de 10s epitelios, a lo largo de 10s axones y en el 
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citoplasrna de las cklulas musculares lisas. Adernhs, 10s carnbios producidos en la 
distribucibn de 10s filament05 interrnedios durante la embriogknesis han sido 
correlacionados con su participaci6n en 10s rnovimientos morfogenkticos y en la 
rnorfologia celular (Browder e t  a/, 1991). 
Las subunidades de 10s Fls, a diferencia de 10s microtljbulos y 
rnicrofilamentos, son  rotei in as fibrosas particularmente estables e insolubles en 
solu~iones i6nicas y detergentes; est6n forrnados por polipkptidos de diversos 
tama~os ,  desde 40000 a 200000 daltons aproximadarnente (Tabla 1). A pesar 
de las grandes diferencias de tamaRo, todas estas proteinas son codificadas por 
rniernbros de la misrna familia multighnica; cada cadena polipeptidica contiene una 
regi6n central altamente conservada de unos 310 arnino6cidos en 10s Fls 
citoplasrn6ticos y de unos 350 en las larnininas nucleares, que forman una hklice a, 
interrurnpida por cuatro segrnentos no helicoidales. Los dominios N y C terminales 
no helicoidales son extremadamente variables en tarnaRo, volurnen y composici6n 
aminoacidica. Estas regiones de la rnolkcula son las que proveen inmunogenicidad y 
especificidad funcional a cada proteina FI. En base a su secuencia de aminohcidos, 
reactividad antigknica y homologias qufmicas, 10s F1s se han agrupado en cinco o 
seis categorias, segdn distintos autores (Nagle, 1994; McLean y Lane, 1995), que 
se encuentran asociados con distintos tipos celulares (Tabla 1). 
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TABLA 1: Filarnentos interrnedios agrupados seglin hornologias quimicas y 
estructurales, rnodificado de Nagle (1994). 








Ti po V 
Ti po VI 
Las citoqueratinas son una familia de aproximadamente veinte proteinas 
que se encuentran tipicarnente en las cdlulas epiteliales (Franke et a/, 1981, 1984; 
Moll et a/, 1982); han sido separadas en base a su tamaiio (40-68 kDa) y punto 
isoeldctrico y nurneradas de 1 a 20 por Moll y colaboradores (1982) (Tabla 2). 
Recienternente ot ras diez proteinas han sido descriptas, per0 restringidas al pelo, 
las ufias, y algunas papilas linguales (Nagle, 1994; Klyrnkowsky, 1995). Las 
citoqueratinas incluyen dos subfamilias, las Bcidas o t ip0 I (ck 9 a 19) y las neutras 
o bis icas o t ip0 I1 (ck 1 a 8) (Moll et a/, 1982,1990; Franke et a/, 1984;Quinlan et 
a/, 1985; 5un et a/, 1984). Lo5 filamentos de citoqueratinas son siernpre 
heteropolimeros formados por subunidades tetramdricas, constitufdas por 
heterodfmeros de una moldcula Bcida y una bisica ( ~ a ~ l e ,  1994). 
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LOCALIZACI~N CELU LAR 
cklulas epiteliales , epidkrmicas 
y derivados como pelos y ufias 
cklulas rnusculares 
cklulas mesenquirniticas y derivadas 
cklulas gliales (astrocitos y algunas 
cklulas de 5chwann) 
algunas neuronas 
Neuronas 
axones de muchas neuronas 
Iirnina nuclear 
"stem cells" neuronales . 
FILAMENTO INTEKMEDIO 
Citoqueratinas icidas 
g a l 9  
Citoqueratinas bisicas y 
Neutras - I a 8 
Desmina 
Virnentina 
Protefna acidica fibrilar glial 
Periferina 
Neurofilamentos H, M, L 
AIfa-internexin 




40.000 - 68.000 





68.000 - 200.000 
66.000 
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Tabla 2: Tipos de citoqueratinas segdn 5u peso molecular y epitelios en que se 























Las citoqueratinas aon excelentes marcadores de patronee de 
diferenciacibn epitelial ya que cada tip0 epitelial expresa caracterfsticarnente una 
serie de 2 a 10 proteinas (Sun eta/, 1984; Nagle, 1994), variando incluso dentro de 
un epitelio de acuerdo con el tip0 celular, la fase del desarrollo ernbrionario, el 
estadio de diferenciacibn, la fase de un proceso de muerte celular y el rnedio 
arnbiente celular. Las citoqueratinas Beidas han sido, desde el punto de vista 





























estratificados no queratinizados 
Estratificados 
keratinocitos proliferantes, foliculos pilosos, cklulas epit. en 
cultivo 
simples y algunos estratificados 
simples, hepatocitos 
epidermis de 10s pies 
Queratinizados 
epidermis , epidermis de 10s pies 
C6rneo 
estratificados no queratinizados 
Estratificados 
Estratificados 
keratinocitos proliferantes, foliculos pilosos, chlulas epit. en 
cultivo 
simples y algunos estratificados 
simples, hepatocitos 
casi todos 10s epitelios no epidkrmicos 
fovea g is t r ica e intestinal, urotelio, ckl. de Merkel, timo, 
prbstata 
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consideradas mas evolucionadas y se encuentran en epitelios estratificados (Markl 
y Franke, 1988; Albers y Fuchs, 1992). 
Generalmente 10s epitelios simples expresan entre dos y cuatro de las 
citoqueratinas mas pequefias (ck 7, 8, 18 y 19), mientras que 10s epitelios 
estratificados escamosos estan caracterizados por la presencia de polipkptidos 
grandes, principalmente ck 1 a 6 y de la 9 a 17, variando la combinacibn de acuerdo 
con la ubicacibn en 10s estratos, el estadio de diferenciacibn y el grado de 
keratinizacibn (Doran e t  a/, 1980; Tseng etal, 1982; Heid e t  a1,1988) (Ver Tabla 2). 
Aunque 10s distintos epitelios de una especie expresan diferentes cornbinaciones de 
citoqueratinas, estas incluyen siernpre una subunidad del tip0 hcido y una de tip0 
bisico (Fuchs e t  al, 1981,1987; Sun e t  al, 1984; Quinlan e t  a/, 1985). 
Durante el desarrollo ernbrionario de 10s anfibios y a part i r  de la 
especificacibn de las t res  hojas ernbrionarias (ectodermo, mesoderm0 y 
endodermo), la diferenciacibn de todos 10s tipos celulares larvales dependen de las 
interacciones producidas entre estas lhrninas primordiales. Las citoqueratinas 
pueden ser excelentes indicadores de diferenciacibn epitelial durante la 
embriogknesis de anfibios, ya que han sido descriptos corno 10s marcadores 
moleculares de cklulas especificas disponibles mas tempranamente durante el 
desarrollo embrionario (Jamrich e t  al, 1987). Los resultados obtenidos durante el 
desarrollo de Xenopus laevis muestran que la expresibn de citoqueratinas es similar 
al patrbn de sintesis encontrado durante el desarrollo de marniferos (Fouquet e t  
a!, 1988). Los epitelios de tip0 simple durante la embriogknesis sintetizan 
citoqueratinas equivalentes a las 8, 18 y 19 de humanos, que tarnbien se 
encuentran expresadas en varios epitelios simples y el endotelio de 10s animales 
adultos. 
Ademhs de forrnar parte del citoesqueleto de las d lu las epiteliales, 10s 
filamentos de citoqueratinas tarnbien se encuentran asociados con un tip0 de 
unibn intercelular, la ma~u lae  adherens, siendo conocidos en este caso corno 
Wnofilamentos (Browder e t  al, 1331), 
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La vimentina es una ~ ro te ina  de 52 kDa que constituye filamentos 
homopolirneros, al igual que las otros Fls de su grupo (Ill), . . de un dihmetro promedio 
de 10 nm (Nagle, 1994). Aunque es estructuralmente similar a la desmina y a la 
proteina acidica fibrilar glial, inmunologicamente se compor-ta en forrna distintiva. 
Estudios inmunocitoqufrnicos han revelado que 10s filamentos de vimentina forman 
una red ondulada de filament05 en el citoplasma de 10s fibroblastos, la cual esth 
asociada a las membranas nuclear y plasmhtica (Fran ke e t  a/, 1978) 
La vimentina se encuentra expresada generalmente en ctlulas de origen 
rnesenquimhtico, y coexpresada con citoqueratinas en algunas ctlulas epiteliales, 
incluyendo el mesotelio, el epitelio tiroideo, cklulas de la granulosa del ovario y el 
endometrio, y con otras de diversos origenes en cultivos celulares (Nagle, 1994). 
Durante el desarrollo embrionario se observa una Clara progresi6n en el 
patrbn de expresi6n de 10s Fls (Klymkowsky, 1995); en el embribn ternprano, se 
expresan en primer lugar las citoqueratinas de epitelios simples (ck 8,18 y 19). A 
medida que las ctlulas continuan su diferenciaci6n se interrumpe la expresibn de 
alguna de ellas y comienzan a expresarse otras proteinas Fls. En las cklulas no 
epiteliales, un patrbn de expresi6n comljn es la aparici6n inicial de vimentina, 
seguida por la de Fls especificos del tejido y la posterior desaparicibn de la primera. 
Si bien existen estudios referidos a 10s patrones de expresi6n de Fls durante 
la embriogtnesis de anfibios, kstos han estado limitados a Xenopus laevis: ademhs, 
no existen trabajos al respecto durante 10s procesos de diferenciacidn branquial, ya 
que precisamente X. laevis no posee branquias internas. Este tip0 de estudio puede 
aportar resultados por demas interesantes, dado que en el desarrollo de las 
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branquias se encuentran involucrados distintos tipos celulares provenientes de las 
t res  hojas embrionarias (Ver Capitulo 1). 
En base a lo expuesto, hemos realizado un anilisis de la expresi6n de 
diversas proteinas del citoesqueleto durante el desarrollo de las branquias 
externas e internas, con el fin de determinar 10s eventuales carnbios en la presencia 
y distribuci6n de las mismas, particularmente en el epitelio branquial; para ello se 
han aplicado ttcnicas inmunocitoq,uimicas, utilizando anticuerpos contra proteinas 
conformantes de 10s filament05 intermedios, 10s microthbulos y 10s 
microfilamentos. 
MATERIAL BIOL~GICO 
Okencibn y Mantenimiento de Animates Adultos 
Ver Capitulo 1. 
Okenci6n y Mantenimiento de Embriones 
Ver Capitulo 1. 
METODOS DE ESTUDIO 
Tkcnicas Inmunocitoquirnicas 
Los embriones y larvas fueron fijados por inmersi6n en distintas soluciones de 
acuerdo con el anticuerpo a aplicar posteriormente en la inmunomarcaci6n. 
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liquido de Bouin durante 3 hs (90' a 4" C y 90' a temperatura ambiente), 
luego 10s ejemplares fueron lavados y consewados en alcohol 70" a 4" C. 
liquido de Dent (20 % de dirnetil sulfbxido en metanol) durante 20 hs a 4" C, 
luego 10s ejemplares fueron consewados en metanol a 4" C. 
Para la detecci6n de proteinas componentes de 10s rnicrofilarnentos y microt6bulos, 
se utiliz6 material fijado en Bouin, rnientrae que para 10s filament05 intermedios, la 
fijaci6n en el lfquido de Dent permiti6 obtener una adecuada inrnunocoloraci6n. 
El detalle y la procedencia de 10s anticuerpos utilizados se encuentran en la Tabla 
ANnCUERPO 
I Anti-Adin (policlonal) I Sigma I actina I peptido cl l  
Anti-Actin (monclonal) 
1 I I 
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Una vez fijados 10s ejemplares fueron deshidratados en una serie 
ascendente de alcoholes, mezcla de alcohol-xilol y por Liltimo dos bafios de xilol, e 
inclufdos en una mezcla de parafina-cera de abejas (56°C). 
De las piezas seleccionadas se realizaron cortes seriados en sentido 
transversal, con un espesor de 6pm, utilizando un micr6tomo Leitz. Los cortes 
fueron montados sobre portaobjetos y mantenidos una semana a 30UC para su 
to ta l  secado. 
Las secciones fueron desparafinadas en xilol, hidratadas en una serie 
descendente de alcoholes y en buffer fosfato salino 0,l M (PB5), pH 7.4, durante 
30'. Para inhibir la actividad de peroxidasas endbgenas, 10s cortes fueron tratados 
con una solucibn de 3% de H,O, en PB5 durante 10, y lavados en PB5 varias veces. 
Para bloquear eventual actividad inespecifica de otras proteinas, 10s cortes fueron 
inmersos en una soluci6n 5% de leche descremada, 0,02 % de Trit6n X-100 en PB5 
durante 40, y lavados en PB5. 
Los anticuerpos primarios (Tabla 3 )  fueron diluidos en concentraciones 
adecuadas en P65  y aplicados sobre las secciones histol6gicas con una jeringa 
Hamilton o con micropipeta; 10s preparados fueron incubados en chmara hljmeda a 
4 0 C  durante 20h. 
5e efectuaron dos tipos de "controles negativos" para probar la 
especifi~idad de 10s anticuerpos primarios: 
- apIicaci6n del anticuerpo primario adsorbido previamente con el antigen0 
correspondiente; 
- omisi6n del anticuerpo primario y aplicacidn de PB5 en su lugar. 
Despuks de enjuagarlos en PB5, fueron tratados nuevamente con la soluci6n de 
leche descremada y Triton durante 60' y luego pasados nuevamente a PB5. 
5e utilizaron dos mttodoa de detecci6n inmunocitoquimica: 
inmunofluorescencia indirecta e inmunoperoxidasa. 
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En el caso de la tbcnica de inrnunofluorescencia, se aplic6 el anticuerpo 
secundario conjugado con un fluorocrorno (fluoresceha o rodarnina) dilufdo en P05, 
y se incubaron las secciones en cirnara hlirneda a ternperatura arnbiente durante 
60'. Luego fueron lavados en P05  y montados con un rnedio acuoso no perrnanente 
(0,3% propilenglicol, 30% glicerina, 0,3% azida s6dica en PBS); 10s preparados 
fueron observados en un rnicroscopio de epifluorescencia Polyvar (Reichert-Jung) y 
fotografiados con pelfcula TMAX 400 (Kodak). 
En el caso de la tbcnica de inmunoperoxidasa, se apIic6 el rnbtodo avidina- 
biotina, utilizando Extravidina (Sigma) o el k i t  ABC Vectastain (Vector 
Laboratories, Burlingame, CA); las secciones fueron incubadas en chrnara hljmeda 
con el anticuerpo secundario conjugado con biotina dilufdo en 1305, durante 30-60' 
a ternperatura arnbiente, lavadas en PB5, e incubadas con el cornplejo avidina- 
biotina-peroxidasa, 30-60' a ternperatura arnbiente. Luego 10s preparados fueron 
lavados en PI35 y revelados con una soIuci6n de 3.3'-diarninobenzidina (DAB) o 3- 
amino-9-etilcarbazol (AEC) (Vector) y H202 para detectar la peroxidasa; la 
inrnunocoloraci6n observada utilizando DAB es rnarrbn, rnientras que en el caso del 
AEC, la coloraci6n es roja. 
El seguirniento del proceso de revelado se lev6 a cabo en el rnicroscopio, y la 
reacci6n fue detenida en agua destilada, las secciones deshidratadas en una serie 
ascendente de alcoholes, clarificadas en xilol y rnontados con el rnedio sintbtico 
DPX (Fluka, 5uiza). Los preparados fueron observados y fotografiados en un 
fotornicroscopio Polyvar (Reichert), utilizando pelhula TMax 100 (Kodak), Kodak 
Gold 100 o Fujicolor 100. 
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En orden de estudiar la expresidn y distribucibn del citoesqueleto en 10s tejidos 
branquiales, se efectuaron inmunornarcaciones con anticuerpos contra actina, 
rniosina, tubulinas, citoqueratinas y virnentina desde el estadio 19 embrionario 
hasta el Vlll larval. En 10s resultados inmunorreacitvos se han incluido 
observaciones efectuadas en otros drganos que se desarrollan junto a las 
branquias y que en algunos casos han servido como controles positivos. 
La inmunomarcaci6n en 10s prirneros estadios result6 positiva en todas las 
cblulas embrionarias y especialmente en las ctlulas ciliadas, con una coloracidn 
suave y difusa; en el estadio 2 3  la inmunocoloraci6n result6 intensa en las ctlulas 
mesenquimhticas y suave en las epiteliales, musculares y en coraz6n. En el estadio 
I se observ6 nuevamente una reacci6n de mayor intensidad en el conectivo, y suave 
en 10s epitelios de 10s filamentos internos en desarrollo, en 10s restos de 10s 
filamentos externos, en 10s mesotelios y en las cblulas ciliadas de la epidermis. A 
partir del estadio I1 se encontr6 la misrna reacci6n positiva en el tejido conectivo, 
en 10s rnlisculos branquiales y en el coraz6n, la que se intensific6 en 10s siguientes 
estadios; la inrnunorreaccidn positiva en 10s epitelios branquiales se mantuvo 
uniforme a travbs de 10s estadios larvales (Fig. 1). 
Actina sarcornbrica 
En 105 estadios 19 y 20-21 la reacci6n fue negativa en el Area branquial, per0 
se encontr6 una coloraci6n suave en 10s rni6tornos; en el estadio 23 la 
inrnunocoloraci6n fue intensa y definida en 10s mi6tornos y no se detect6 reacci6n 
en el coraz6n. La misrna coloracidn se obtuvo en 10s estadios 2 4  y I En 10s estadios 
mas avanzados, la expresi6n fue detectada en 10s rnlisculos constrictores de las 
branquias, en las cblulas ciliadas de 10s velos y en el coraz6n; la reacci6n result6 
negativa en 10s endotelios (Fig.2). 
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Miosina 
En 10s estadios 19, 2 0  y 23 la reacci6n fue negativa en todos 10s tejidos; a 
partir del estadio 24 se observa expresi6n en el mesknquima, la que se intensifica 
en el estadio I y permanece en el tejido conectivo en 10s estadios mas avanzados 
(Fig. 3). 
a-Tu bulina 
En el estadio 19 la inmunoreacci6n se observ6 difusa en las cblulas ecto y 
mesodkrrnicas, mientras que en las cklulas ciliadas de la epidermis result6 intensa 
y bien definida. En el estadio 20-21 tambien fue observada la coloraci6n como un 
punteado intracitoplasm6tico en 10s epitelios branquiales de origen endo y 
ectodkrmicos y en 10s endotelios de 10s capilares y en el tubo neural; en las cklulas 
ciliadas se encontr6 la misrna reacci6n que en el estadio anterior. En el estadio 2 3  
la coloraci6n se mostr6 definida en las cklulas de 10s epitelios branquiales, las 
cklulas ciliadas de la epidermis de 10s filamentos externos, en la faringe y el tubo 
neural; tambien se observ6 una reacci6n difusa en las cklulas de origen ecto y 
mesodbrmicos. En 10s estadios 2 4  y I la inmunocoloraci6n se present6 en diversos 
tejidos: la mayor intensidad se observ6 en las cdlulas ciliadas de 10s velos y de la 
epidermis, y en el tubo neural; con una intensidad menor se encontr6 reacci6n 
positiva en el epitelio del techo de la cavidad branquial y 10s mesotelios, en el 
opbrculo y 10s epitelios de 10s fi ltros y crestas branquiales (Fig. 4a). La reaccidn fuC 
negativa en el mestnquima y otras cdlulas de origen mesod6rmico. En 10s siguientes 
estadios el patrbn de expresibn se repiti6 en 10s mismos tejidos, aunque la 
coloraci6n fue de menor intensidad (Fig. 4b y c). 
P-tu bulina 
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La inmunomarcaci6n en el estadio 19 se observ6 bien definida y localizada en 
la periferia celular, a diferencia de la a-tubulina; principalmente se detect6 
expresi6n en el ecto y mesoderrno, practicamente no se encontr6 reacci6n en el 
endodermo. La inmunocoIoraci6n fue intensa en las cklulas ciliadas y el tubo neural. 
En el estadio 20-21 se observ6 reacci6n positiva en las cklulas ciliadas, en las 
cdlulas de 10s arcos branquiales (originadas a pat-tir de las crestas neurales), en el 
endotelio de 10s vasos de 105 filamentos y 10s epitelios endo y ectodkrmicos (Fig. 
5a). En el estadio 23 y 2 4  la coIoraci6n h e  intensa en las cklulas ciliadas, en 10s 
epitelios branquiales y faringeo, en el epitelio interno del opdrculo y en el tub0 neural; 
tambien se observ6 una reacci6n suave en el mesknquima y endotelios de 10s vasos 
sangufneos (Fig. 5b). En el estadio I y I1 la inmunomarcaci6n se encuentrb en 10s 
epitelios branquiales, las cklulas ciliadas y en 10s mesotelios; la reaccibn fue 
negativa en el tejido conectivo y otras cklulas de origen mesodkrmico (Fig. 5c). La 
inrnunocoloraci6n en 10s estadio Ill a Vlll se observ6 en 10s mismos tejidos per0 con 
menor intensidad, siendo negativa en el conectivo, 10s mlisculos branquiales y el 
coraz6n (Fig. 5d). 
K 5  Pan 
Este anticuerpo identifica una serie de citoqueratinas bhsicas, del grupo 1 a 
8 (Tabla 3). En el estadio 19 se encontr6 inmunorreacci6n positiva de gran 
intensidad en la epidermis de 10s esbozos branquiales y de menor intensidad en el 
endodermo. En el estadio 20-21 se obsewi, coloraci6n en el epitelio de 10s 
filamentos externos, la faringe y la epidermis, mientras que se detect6 una reacci6n 
muy suave en coraz6n (Fig. 6a); el mismo patr6n se encontr6 en el estadio 23, 
aunque la inmunomarcaci6n result6 menos intensa en el epitelio faringeo. En el 
estadio 24 se observ6 inmunorreacci6n tanto en 10s epitelios de origen ectoddrmico 
de 10s filarnentos externos como en el epitelio endodkrmico de las branquias 
internas en desarrollo (Fig. 6b); tambien se encontr6 reacci6n en la epidermis, 
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faringe y coraz6n. En el estadio 1 10s restos de 10s filamentos externos presentaron 
escasa coloraci6n y se obeerv6 una inrnunoreaccidn importante en 10s epitelios de 
las branquias internas, en el epitelio farfngeo y en coraz6n (Fig. 6c  y d); la reacci6n 
fue negativa en 10s rnljsculos branquiales. En el estadio II y V se observ6 el rnisrno 
patr6n y se encontr6 tambien reacci6n en el endotelio de 10s vasos sanguineos. En 
el estadio Vlll se detect6 inrnunocoloraci6n en 10s epitelios branquiales, en la 
epidermis, en la faringe y 10s endotelios (Fig. 6e), y con rnenor intensidad en 
coraz6n; adernhs se encontr6 reaccdn suave en la envoltura de 10s rnlisculos y 
cartilages. 
Citoqueratina 8.13 
Este anticuerpo identifica diversas citoqueratinas tanto del grupo I corno 
del II (Tabla 3). 
En el estadio 19 la inmunorreacci6n result6 intensa en 10s epitelios de origen 
ectoddrmico, corno la epidermis de 10s esbozos branquiales, y fue de rnenor 
intensidad en 10s epitelios de origen endodkrrnico (Fig. 7a). El rnismo tiPo de 
reacci6n se encontr6 en 10s estadios 20 y 23. aunque se detect6 expresi6n en 
tudos 10s epitelios, la reacci6n fue mayor en 10s ectoddrrniws (Fig. 7b). A partir del 
estadio 24 se observ6 inmunocoloraci6n de la rnisma intensidad en 10s epitelios 
branquiales, rnesotelios, epidermis y faringe, y se mantuvo el rnismo patr6n en 10s 
estadios su bsiguientes ana lizados. La inrnunorreacci6n result6 negativa en todos 
10s estadios para 10s tejidos no epiteliales corno conectivo, muscular, newioso y 
coraz6n. 
Citoqueratina 8 
En el estadio 19 no se encontr6 inrnunorreaccibn; en el estadio 20-21 se 
observ6 una coloracidn suave en 10s mi6tornos. En 10s estadios 23 y 24 se detect6 
expresi6n en 105 epitelios branquiales y farfngeo, y en corazbn: la reaccidn fue 
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negativa en la epidermis (Fig. 8). En 10s estadios I y subsiguientes se observ6 el 
misrno patrbn, una inmunocoloraci6n suave en 10s epitelios branquiales, en la faringe 
y el corazbn, y ausencia de expresi6n en otros epitelios y el endotelio de 10s. 
capilares . 
Citoqueratina 18 
En el estadio 19 se observ6 reaccibn positiva en la epidermis de 10s esbozos 
branquiales, mientras que en el siguiente. estadio se encontr6 inmunocoIoraci6n en 
el epitelio branquial y el faringeo (Fig. 9a  y b). A par-tir del estadio 23 se detect6 
expresi6n en 10s epitelios branquiales de origen ecto y endodkrrnico, en la faringe y 
en el opkrculo; en el estadio 24 tambien se encontr6 una coloraci6n suave en el 
coraz6n (Fig. 9c). La reacci6n fue negativa en otros epitelios y en el endotelio de 10s 
vasos. En el estadio I continu6 el rnisrno patr6n de expresi6n y adernis se observ6 
inmunorreacci6n en 10s rnesotelios; en 10s restos de 10s filarnentos externos la 
reacci6n es de rnenor intensidad que en 10s demas epitelios branquiales. La reaccidn 
result6 negativa en otros epitelios y m6sculos. En el estadio I1 se encontr6 
inrnunocoloraci6n en 10s epitelios branquiales de 10s f i ltros y crestas, en 10s 
rnesotelios que bordean la cavidad branquial y en el epitelio faringeo; la reacci6n fue 
negativa en otros epitelios, en mljsculos y coraz6n. En 10s estadios V y Vlll la 
coloraci6n continu6 siendo intensa en 10s fi ltros (Fig- 9d), per0 escasa y suave en 
las crestas; en ambos estadios se 0bserv6 coloraci6n en 10s mesotelios, en las 
cklulae de 10s veloe y en la faringe. En el estadio Vlll adern85 se detect6 expresi6n 
en el coraz6n y algunas cklulas endoteliales; tarnbien se encontr6 inrnunorreacci6n 
en otros epitelios. 
Citoqueratina 7 
En el estadio 19 se encontr6 inmunorreacci6n positiva en la epidermis de 10s 
esbozos branquiales: en el siguiente estadio la inmunocoIaraci6n se observ6 en 10s 
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epitelios branquiales y la faringe. En 10s estadios 2 3  y 24 se detect6 expresi6n 
para este pdptido en 10s epitelios branquiales, el ophrculo, la faringe y muy suave en 
coraz6n; la reacci6n result6 negativa en otros epitelios y en el endotelio de 10s 
capilares. A partir del estadio I tambien se encontr6 coloracibn en 10s rnesotelios y 
no se observ6 en coraz6n. En 10s estadios I1 y V se detect6 inmunorreaccdn en 10s 
epitelios de 10s filtros, de 10s velos y rnesotelios; la expresi6n fue suave y escasa en 
10s filarnentos respiratorios y en la faringe (Fig. 10a). En el estadio Vlll se repiti6 
este patrbn, y nuevamente se observ6 inmunofluorescencia en el coraz6n; adernhs 
se encontr6 reaccibn positva en 10s mlisculos branquiales (Fig. lob). 
Citoqueratina 4.62 
Este anticuerpo reconoce especificamente el pkptido 19. 
En el estadio 19 la inmunocoloraci6n fue observada en la epidermis de 10s 
esbozos branquiales, mientras que en el siguiente eeitadio (20-21) se encontrb en el 
epitelio branquial y en la faringe (Fig. Ila). En 10s estadios 23 y 2 4  se detect6 su 
expresi6n en el epitelio branquial endoddrrnico (que origina las branquias internas), 
el opdrculo y la faringe; la reacci6n fue negativa en la epidermis de 105 filarnentos 
externos, en 10s mlisculos, corazbn y endotelios. En el estadio I la coloraci6n se 
present6 en 10s epitelios branquial y faringeo, en 10s mesotelios y el coraz6n (Fig. 
Ilb), rnientras que en el estadio I1 aunque se repiti6 este patr6n, ya no se detect6 
en el coraz6n. En 10s estadios V y VIll la inmunomarcaci6n f i e  observada como una 
coloraci6n pericelular bien definida- e intensa. en el epitelio de 10s filtros, 10s 
'mesotelios y velos; en Ias crestas la reacci6n fue suave, mientras que fue negativa 
en mlisculos y epidermis. No se detect6 expresibn en otros epitelios, en mlisculos y 
endotelios. 
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Citoqueratina 14 
En el estadio 19 se encontr6 una reacci6n tenue en la epidermis de 10s 
esbozos branquiales, 'rnientras que se observ6 una coloraci6n definida en rni6tornos, 
cblulas ciliadas y escasa marcaci6n en coraz6n; en el estadio 20-21 se detec-tb 
inrnunocoIoraci6n en el epitelio de 10s filarnentos externos, en la faringe y las cblulas 
de las rnernbranas de contact0 entre 10s surcos y las bolsas faringeas. En 10s 
estadios 23 y 24 la inrnunornarcaci6n se obsetv6 en el epitelio branquial 
endodbrrnico, la faringe, el epitelio interno del oph-culo y el rnesotelio que rodea la 
cavidad branquial, en 10s mi6tornos y muy suave en corazbn (Fig. 12). En el estadio I 
se rnantuvo la expresi6n en 10s epitelios branquiales y rnesotelios, adernBs se 
obsew6 en 105 m6scuIos branquiales y en corazbn; practicarnente no se encontr6 
coloraci6n en 10s rest05 de 10s filarnentos externos. La reaccibn fue negativa en 
otros epitelios y en endotelios. El mismo patrbn de expresibn se obsewi, en 10s 
estadios I1 y V; en el estadio Vlll la inmunornarcacidn se repite en el epitelio de 10s 
filtros branquiales, en 105 rnesotelios, 105 rndsculos branquiales, en el endotelio de 
10s vasos, en faringe y coraz6n. En las crestas respiratorias la coloraci6n 
obsewada fue dkbil y escasa. 
Citoqueratinas 4 y 13 
La reacci6n h e  negativa en todos 10s estadios estudiados. 
Vimentina 
En el estadio 19 se observ6 una inrnunocoloraci6n definida y suave en la 
epidermis y las cdlulas de 10s rnibtornos, rnientras que en 10s otros tipos celulares 
se encontr6 una rnarcaci6n difusa y dhbil. En el estadio 20, la inmunorreacci6n se 
encontr6 definida en todos 10s tipos celulares, siendo la mas intensa la de 
epidermis y cblulas musculares (Fig. 13a). En el estadio 23  se observ6 coloraci6n en 
el epitelio de 10s filarnentos branquiales, aunque de menor intensidad que el de las 
Diana Almso 
Capitulo 3: Expresi6n y distribuci6n de proteinas del citoksqueleto durance el desarrollo de las branquias 
Diana Alonso 
Capkulo 3: Expresibn y distribucibn de proteinas del citoesqueleto durante el desarrollo de las branquias 
ctlulas musculares; tambien se detect6 inmunomarcaci6n en el optrculo, en la 
epidermis y la faringe, y una reacci6n suave en el coraz6n y el endotelio de 10s vasos 
-. 
(Fig. 13b). En el estadio 24 se obsew6 el mismo patr6n de expresi6n y ademBs se 
encontr6 una fuerte inmunomarcaci6n en coraz6n; en el estadio I contindo la 
distribuci6n amplia de la inmunorreacci6n, que incluy6 tambien 10s m6sculos 
branquiales, el tejido conectivo y 10s eritrocitos. En el estadio II ademhs se observ6 
coloraci6n en 10s mesotelios de la cavidad branquial (Fig. 13c); en el estadio V se 
detect6 la mayor intensidad de reacci6n en coraz6n y en 10s envoltorios de 10s 
paquetes musculares; la inmunomarca permaneci6 ig ua l en epitelios, en rn6.sculos 
branquiales y en 10s endotelios de 10s vasos de 10s filamentos respiratorios. En el 
estadio Vlll la reacci6n fue mas suave en el epitelio de 105 f i ltros branquiales, 
rnientras que se obsew6 el rnismo patr6n de coloraci6n anterior en 10s restantes 
6 , 
tejidos(Fig. 136). En este estadio tambien se detect6 expresibn en el citoplasrna de 
las cblulas cilindricas de 10s velos. 
El c i t ~ e s ~ u e r e t o  celular esth constituido por diferentes polipdptidos proteicos, 
organizados en filamentos, haces, retfculos y t6bulos; todavia existen muchas 
incbgnitas sobre la existencia de estos elementos y sus interacciones en 10s 
tejidos de 10s vertebrados inferiores. La distribucibn de estos elementos del 
citoesqueleto en las ctlulas y tejidos deberia ser evaluada en el contexto de su 
funci6n, en correIaci6n con 10s procesos del desarrollo y la diferenciacidn de tipos 
celulares especializados (Kasper e t  a/, 1993). En nuestro caso hemos estudiado la 
presencia de diversas proteinas del citoesqueleto durante la histogbnesis de 10s 
tejidos branquiales, desde su incipiente aparici6n en estadios embrionarios hasta 
5u dietribucibn en la5 cClula~ diferenciadas en estadios prernetam6rficos. 
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El presente trabajo dernuestra la expresidn y distribucidn de microfilarnentos, 
rnicrothbulos y filarnentos interrnedios durante la rnorfogtnesis de las branquias de 
0. arenarum. Este es el primer estudio realizado acerca del patrbn de expresibn de 
estas proteinas durante el desarrollo de las branquias externas e internas de 
anuros. ' 
5i bien han sido utilizados anticuerpos elaborados a part ir de antigen05 de 
rnarniferos, en trabajos anteriores se ha demostrado que existe "cross-reactivity' 
! 
entre estos anticuerpos y las proteinas del citoesqueleto de distintos grupos de 
vertebrados, y que gran parte de estos poliptptidos han sido consewadas en la 
evoIuci6n (Ainis et a/, 1995;Barrett et a/, 1998). Adernhs, otros trabajos han 
revelado que algunos de 10s anticuerpos utilizados en este estudio reaccionan con 
citoqueratinas homblogas de salamandras (anfibios urodelos) y X. laevis (Ferretti 
et a/, 1993). 
Estudios previos han establecido que la diversidad de citoqueratinas es mas 
amplia en algunos vertebrados inferiores que en 10s mamiferos, y que el patr6n de 
expresi6n en tejidos de ciertas citoqueratinas se ha restringido a travks de la 
evoluci6n de 10s vertebrados (Markl y Franke, 1988). El anhlisis de una gran 
variedad de epitelios de otras especies ha dado corno resultado el concept0 de que 
existen ciertos "pares de citoqueratinas" en deterrninadas condiciones de 
diferenciacibn (5un e t  al, 1984). Ck 8 y 18 constituyen uno de 10s pares, cuya 
expresi6n se encuentra en epitelios simples. En Onchorrynchus mykiss (trucha arco 
iris), las citoqueratinas del grupo L1-L3, relacionadas con las 8 y 18 de rnarniferos, 
se presentan juntas en varios tejidos como higado y rifion (Markl y Franke, 1988). 
&ro par encontrado en epitelios simples y en algunos estratificados es el 
cornpuesto por Ck 7 y Ck 17; por otra parte, la Ck 19 que se expresa en casi todos 
10s epitelios, a excepcidn de la epidermis, no presenta una pareja de la subfamilia I1 
(Nagle, 1994). 
En el presente trabajo hernos obsewado que las citoqueratinas 8 y 18 
presentan un patr6n de expresibn comlin, con una distribucibn similar t an to  en 105 
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filamentos branquiales externos corno en las branquias internas; la citoqueratina 7 
tambien mostrb un patr6n similar en lineas generales al de las citoqueratinas 
anteriores, si bien la intensidad de coloracibn siempre era rnenor a las anteriores. 
Lamentablemente no hemos podido contar con anticuerpos contra citoqueratina 
17, por lo que no es posible confirmar si el par 7-17 se expresa en forrna conjunta en 
10s epitelios de 6. arenarum. En cuanto a la citoqueratina 19, mostrb un patrbn de 
expresibn similar a las ck 7, 8 y l 8  especialrnente en 10s primeros estadios; en lo5 
estadios larvales se mantuvo en 10s epitelios branquiales de manera restringida. 
Las citoqueratinas mas pequezas (8,18 y 19), caracterkticas de 10s epitelios 
simples en vertebrados y que parecen constituir 10s tipos mas primitivos dentro de 
esta familia proteica, son las primeras en expresarse durante la embriogknesis. 
(Lane y Alexander, 1990). Esta hipbtesis se vk corroborada en parte con el anhlisis 
de nuestros resultados. En el presente estudio se observb la expresibn de las 
citoqueratinas 8,18 y 19 en 10s epitelios de origen ecto y endodkrmico, desde el 
estadio 19 hasta el 23; a par-tir de este estadio solo se encontrb la expresibn de 
las citoqueratins mencionadas en 10s epitelios de origen endodkrmico, como 10s de 
las branquias internas y la faringe. 5 i  bien la mot-fogknesis involucra nurnerosos 
cambios en la composicibn celular y la organizacibn de 10s f-ilarnentos interrnedios, 
la expresibn de estas citoqueratinas fue perrnanente en las branquias en Mdos  10s 
estadios estudiados. 
La presencia de las citoqueratinas 7,8,18 y 19 ha sido demostrada en distintos 
epitelios respiratorios, como 105 de las branquias de peces teleosteos (Markl y 
Franke, 1988; Ainis e t  a/, 1995) y 10s epitelios pulmonares de humanos (Broers e t  
a/, 1989) y ratas (Kasper e t  a/, 1993), mostrando un cornplejo patrbn de expresibn 
y permitiendo distinguir distintos tipos celulares, especialernente en 10s alveolos de 
rnamiferos. En el caso de la trucha arco iris, el estudio inrnunocitoquirnico de 
citoqueratinas en todo el organism0 demostrb que el patrbn de distribucibn mas 
complejo es el observado en el epitelio branquial (Markl y Fran ke, 1988). A pesar de 
no conocerse claramente 5u funci6n, en lo5 epitelios pulmonaree de marniferos ee 
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han observado cambios caracterbticos de expresibn de las citoqueratinas durante 
la ernbriogtnesis (Kasper e t  a/, 1993). 5i bien nuestros resultados son coincidentes 
en cuanto a la presencia de las citoqueratinas 7,8,18 y 19 en 10s epitelios 
respiratorios embrionarios de B. arenarum, hemos comprobado que las mismas se 
expresan, 5i bien con ligeras variaciones, durante todo el proceso de diferenciacibn 
branquial. 
En todos 10s estadios estudiados se observb la presencia preponderante de 
citoqueratinas en 10s epitelios y otros tejidos, a travbs de las inmunocoloraciones 
obtenidas con 10s anticuerpos K 5  pan y ck 8.13. A partir del estadio 23 se observa 
que 10s epitelios de origen ectodkrrnico dejan de expresar citoqueratinas chicas (7, 
8,18,19), [as que solo se encuentran en 10s epitelios de origen endodtrmico; por lo 
tanto, las inmunorreacciones observadas con estos anticuerpos en epitelios 
ectodkrmicos de estadios avanzados se deberfan a la presencia de otras 
citoqueratinas hcidas, caracterhticas de epitelios queratinizados (como la 1, 6, 10 
Y 11) 
En el presente trabajo se ha demostrado la distribucibn de citoqueratinas en 
10s epitelios branquiales, con mayor intensidad de expresibn en 10s fi ltros que en 10s 
filarnentos respiratorios, a pesar de que en arnbas estructuras se encuentran 10s 
mismos tipos celulares (ver CapkuIo 5). Esta diferencia de citoesqueleto estarfa 
relacionada con la participacibn de 10s primer05 en la filtracibn de partfculas, 
mientras que en las crestas el epitelio se reduce a una simple cobertura de 10s 
vasos sangufneos que intervienen en el intercambio gaseoso. Tambien result6 
importante la presencia de citoqueratinas en 10s velos, considerados parte del 
aparato filtrante. La funcibn de 10s Fls es todavfa en gran parte desconocida, 
aunque debido a su relativa insolubilidad y su disposicibn en las cklulas musculares. 
se ha presurnido durante rnucho tiempo que el principal rol seria el soporte 
mechnico de las ctlulas (Cay y Klymkowsky, 1995); las citoqueratinas constituyen 
el grupo mas probable, entre todas las proteinas citoesqueletales, de ser las 
responsables en la5 funciones de soporte (Lane y Alexander, 1990).En la5 chlulas 
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epiteliales 10s filamentos de citoqueratinas llegan a constituir entre el 30 y 60% 
del contenido proteico to ta l  del citoplasma. 5 e  ha demostrado que son capaces de 
interactuar con la membrana nuclear (Nagle 1994), mientras que, seglin el tip0 de 
tejido, tan to  las citoqueratinas como la vimentina y la desmina, e s t i n  asociados 
con 10s desmosomas de la rnembrana plasmz$tica (5chaffer e t  a/, 1993: Kouklis e t  
a/, 1994), participando por lo tanto en la cohesidn intercelular. 
La localizacibn perifkrica de citoqueratinas en algunos tipos celulares es muy 
inusual en el caso de cklulas epiteliales, por lo que debiera ser estudiado desde un 
punto de vista funcional tomando en cuenta la probable coIocaIizaci6n de estos 
filamentos con algunas organelas citoplasmiticas ( b s p e r  e t  a/, 1993). 
En cklulas en cultivo, uno de 10s reguladores de 10s filamentos intermedios de 
las cklulas mesoteliales parece estar asociado con la actividad proliferativa 
(Connell y Rheinwald, 1983); se ha sugerido que la presencia de vimentina en 
epitelios tempranos puede estar relacionado con las fases proliferativas de estas 
cdlulas (Frojdman etal ,  1993). Por otra parte, ha sido descripto la coexpresibn de 
vimentina y citoqueratinas en 10s epitelios respiratorios de fetos humanos y de 
roedores adultos (Kasper, 1989; Broers e t  al, 1989) En Onchorrynchus mykiss ha 
sido descripta la presencia de las citoqueratinas L1, L2 y L3 en algunos tejidos 
branquiales que no son considerados epitelios tipicos, como el endotelio de 10s 
vasos (Markl y Franke, 1988), el cual en ver-tebrados superiores, expresa 
primariamente vimentina. 
En nuestro estudio una relacibn similar ha sido observada para vimentina, ya 
que 5u expresibn es mas evidente en cklulae que muestran activa proliferacidn (ver 
Capitulo 2); ademis la coexpresibn de vimentina y citoqueratinas es evidente a nivel 
de 10s epitelios branquialea principalmente en etapas tempranas del desarrollo. 
Las cklulas endoteliales de lo5 vasos sanguine05 en las branquias mostraron 
inmunorreacitividad con anti-vimentina y algunas citoqueratinas. Tambien se ha 
encontrado en las c61ulas endoteliales de otros anfibios, peces y mamiferos 
expreaidn de citoqueratinas (Jahn e t  a/, 1987; Markl y Franke, 1988; Arena e t  a/, 
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1995) as i  como de vimentina (Dikranian e t  a/, 1993). Por otra parte, las cklulas de 
10s miisculos branquiales fueron inmunocoloreadas por algunas anti- 
citoqueratinas, coincidiendo con 10s reportes de expresibn de pequeRas cantidades 
de estas  rotei in as en diversos tipos de cklulas musculares de otros anfibios (Jahn 
e t  a/, 1987), de embriones de pollo (Kuruc y Franke, 1988) y de fetos humanos 
(Goron e t  a/, 1988), lo que sugeriria su importancia durante 10s procesos de 
diferenciacibn muscular. 
Como parte del aparato filtrante, 10s velos y 10s filtros branquiales presentan 
cklulas secretorias; la funcibn de 105 microtlibulos en la zona apical de las cklulas 
secretorias seria la de guiar y transportar vacuolae durante la extrusibn de la 
secreci6n (Viertel y Richter, 2000); se ha encontrado sintesis de mucus en el velo 
ventral de larvas de X laevis desde el estadio 45 (Nieuwkoop Faber). En 0. 
arenarum si bien no hemos realizado un anhlisis de la sintesis y secrecibn de 
mucus, se conoce que las secreciones mucosas son abundantes a nivel branquial, 
en donde cumplen funciones de lubricacibn y retencibn de particulas. 
Coincidentemente la mayor intensidad de inmunomarcaci6n de tubulinas se verifica 
en las cklulas ciliadas y epitelialee en estadios 24 y I. 
En el caso de las citoqueratinas 4 y 13, las cuales se encuentran en epitelios 
escamosos estratificados o seudoestratificados per0 no queratinizados de 
mamfferos, el resultado de la inmunomarcacibn result6 negativa en todos 10s 
estadios estudiados; en cambio se detect6 expresibn de citoqueratina 14, presente 
usualmente en mioepitelios y las capas basales de epitelios escamosos. La 
inmunocoloracibn se observb principalmente en 10s epitelios de origen endodtrmico 
como el de 10s filament05 branquiales, 10s mesotelios y la capa interna del opkrculo, 
y en cklulas musculares, un patrbn similar al mostrado por las citoqueratinas 8,18 
y 19. 
Algunos estudios recientes realizados en cklulas basales de la epidermis, han 
mostrado que la citoqueratina 14 se encuentra asociada con 10s hemidesmosomas 
e involucrada en la uni6n estrorna-c6lula: rnutaciones introducidas en la 
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citoqueratina 14 en ratones transgtnicos, provocan una ptrdida de la integridad en 
la conexibn epidermis-dermis (Vassar e t  a/, 1991) rnientras que rnutaciones 
sirnilares pero en hurnanos indican que la polimerizacibn correcta de esta 
citoqueratina es necesaria para la hncibn normal de 10s hemidesrnosomas 
(Coulornbe e t  a/, 1991). La falta de filarnentos citoqueratfnicos en hepatocitos 
debido a la expojicibn a metales pesados, ha resultado en la incapacidad de 
secrecibn y captaci6n de proteinas por estas ctlulas (Kawahara eta/, 1990) 
En conclusi6n nuestro anhlisis inrnunocitoqufrnico de protefnas 
citoesqueletales durante la diferenciacibn branquial ha puesto en evidencia un 
cornplejo patrbn de expresibn que, en lfneas generales, caracteriza e identifica 
distintos tipos celulares. La funcibn precisa-de cada uno de estos filarnentos, 
aparte de su participacibn en el sosten celular, no es conocida y nuevos estudios 
experimentales serhn necssarios para resolver este enigma. 
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El desarrollo de cklulas especializadas a travks del rnecanisrno de 
diferenciaci6n es precedido de un proceso por el cual una c6lula o un grupo celular 
es cornprometido a un destino particular. Historicarnente 10s ernbri610gos han 
utilizado el tkrrnino determina~ihn para denominar este evento; sin embargo, ur~ 
tejido puede ser clasificado corno deterrninado o indeterrninado de acuerdo a1 
ensayo experimental utilizado (Harrison, 1933). Slack (1991) dividi6 este proceso en 
dos fases o estadios, especificacihn y determinacihn; una cklula o tejido se 
encuentra espe~i f i~ado cuando es capaz de diferenciar en forrna autbnorna en un 
rnedio neutro, por ej. mediante el cultivo celular u organotfpico llevado a cabo in 
vitro. En carnbio, una chlula o tejido se encuentra determinado cuando es capaz de 
diferenciar autonornarnente, ubicado en una regibn distinta del ernbri6n a la que 
naturalrnente desarrollaria (sitio ectbpico), por ej. rnediante un transplante. 
5i un grupo celular es capaz de diferenciar de acuerdo a su destino original 
en esas condiciones, se presume que la determinacibn es irreversible. Por otra 
parte, el transplante de esbozos durante la ernbriogknesis ha permitido estudiar no 
solo el desarrollo de 10s rnisrnos en lugares ectbpicos, sino la posibilidad de 
rnigraci6n de d lu las del transplante y su integracibn a otros tejidos del huesped 
(Koo y Graziadei, 1995). Para el estudio de estos eventos durante el desarrollo se 
han utilizado transplantes de tip0 homoplisticos (en individuos de la misrna 
especie) y heteroplAsticos (entre individ uos de distintas especies). 
Existen t res rnecanismos principales para alcanzar el destino reservado a una 
cklula o un grupo celular (Davidson, 1991): 
1- la e~pecificacidn autbnoma, en que las cklulas son especificadas de acuerdo a 
sus propios componentes citoplasmiticos; 
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2- la especificacibn conditional, la mas usual entre 10s ver-tebrados, donde las 
cdlulas presentan la capacidad de regular su desarrollo, dependiendo de las 
interacciones con sus vecinas y las posiciones relativas de 10s grupos celulares. 
3- la especificacibn sincicial, que se observa en numerosos insect05 y depende de 
la interacci6n de componentes rnaternos en el blastodermo sincicial, previo a la 
separaci6n de 10s nficleos. 
Los 6rganos son estructuras complejas compuestas por numerosos tipos de 
tejidos; la construcci6n de 10s mismos depende de la interacci6n de grupos de 
cblulas adyacentes. El proceso por el cual una regi6n embrionaria interactfia con 
otra regihn, provocando su diferenciaci6n o un particular cornpor-tarniento, es 
denominado induccibn. Existen diversos procesos inductivos durante el desarrollo 
em brionario: clasicarnente se denomina induccibn primaria em brionaria a la 
producida por el labio dorsal del blastoporo en la formaci6n del eje dorsal y del tubo 
neural. Sin embargo este no es el primer evento de inducci6n que se verifica en el 
embri6n; la diferenciaci6n del mesoderrno en etapas blastulares, por una acci6n 
inductors del endoderrno sobre cblulas ectodbrmicas, antecede a la inducci6n del 
labio dorsal del blastoporo. 
La induccibn secundaria es la interacci6n que se observa en la forrnaci6n de 
cualquier 6rgan0, cuando un grupo celular es capaz de responder con algun cambio 
a la influencia de otro cercano, y a su vez, es capaz de alterar el comportamiento 
de un tercer grupo celular. Algunos de 10s casos mejor estudiados de inducci6n 
secundaria son aquellos que involucran la interacci6n de cblulas epiteliales con 
cblulas mesenquim6ticas durante el desarrollo de numerosos 6rganos. 
Holtzer (1968) distingui6 dos tipos de inducciones secundarias o interacciones 
proximales: la interaccidn instructiva, en la que necesario que se produzca una 
seFial desde la cblula o tejido inductor que inicie una expresi6n gbnica nueva en la 
cdlula o tejido inducido. Sin esta seF7a1, la segunda cdlula o tejido es incapaz de 
diferenciar normalmente o lo hace de una manera distinta a la original. La otra 
claee de induccibn secundaria eo la interaccidn permi5iva, en que una cClula o tejido 
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contiene todo el potencial para expresarse y solo necesita un ambiente adecuado 
para llevarlo a cabo, el cual no altera el tip0 celular que desarrollara. 
Un concept0 tambien importante en el estudio de la diferenciacibn celular 
embrionaria es el de competencia, que es la capacidad de un tejido de responder a 
una sefial inductiva (Waddington, 1940). Esta es una ha bilidad adquirida 
activamente por el grupo celular, y que puede variar en diversos estadios. 
El desarrollo de las branquias de 10s anfibios comenz6 a ser estudiado desde un 
punto de vista morfol6gico durante el siglo XIX sin embargo recien a principios del 
siglo pasado algunos embri6logos experimentales encontraron que las branquias 
podian ser dtiles en el estudio de las interacciones entre las t res hojas 
embrionarias y 10s procesos inductivos durante el desarrollo (Ekman, 1913; 
Harrison, 1921; Severinghaus, 1930; Moser, 1940). Para ello, realizaron series de 
explantes y transplantes de 10s esbozos branquiales en distintas especies de 
anuros y urodelos, con el objeto de analizar el estado de especificaci611, 
determinaci6n y competencia de 10s mencionados esbozos embrionarios. 
Si bien las branquias externas e s t h  constituidas basicamente por filamentos 
recubiertos con una epidermis de origen ectodbrmico, tan to  en anuros como en 
urodelos, la presencia de 10s tejidos embrionarios internos (endodermo y 
mesodermo) son fundamentales en el desarrollo de 10s mismos (interaccibn 
instructiva). Se ha demostrado en el axolote Ambystoma punctatum (Urodela) a 
travbs de transplantes ect6picos de porciones del esbozo branquial, que el 
desarrollo de las branquias externas no depende del ectodermo, sino de las capas 
subyacentes a ese epitelio, el mesoderrno y endodermo (especificacibn conditional) 
(Harrison, 1921). Tambien ha sido demostrado en urodelos a travbs de 
transplantes, que el endodermo determina la posici6n de las branquias, ya que su 
rotaci6n altera la orientaci6n de las mismas (Severinghaus, 1930); por otra parte, 
si el endodermo es extraido del esbozo y permanece el ectodermo presuntivo 
cubriendo la zona explantada, las branquias externas no se desarrollan (Mangold, 
1936). Adern&, el e~toderrno prcountivo branquial, 5010 o incluyendo mesoderrno, 
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no promueve la diferenciaci6n de filamentos branquiales cuando es transplantado 
ectopicamente (Harrison, 1921; Severinghaus, 1930; Moser, 1940), mientras que el 
transplante de endodermo promueve el desarrollo de filamentos supranumerarios 
(Ichikawa, 1934,1938). 
Los estudios realizados en anuros no siempre han confirmado las observaciones 
efectuadas en urodelos; Ekrnan (1913) destac6 la importancia del ectodermo 
presuntivo para el desarrollo de las branquias externas, basado en 10s resultados 
de numerosos experiment05 de transplantes ect6picos homo y heteroplhsticos del 
mencionado epitelio en embriones de Bornbinator y Kana. Estos transplantes 
fueron capaces de diferenciar filamentos branquiales auque no estuviera presente 
el meso y endodermo del esbozo, mientras que si el ectodermo era rotado 10s 
filamentos se desarrollaban en el sentido que tuviera el ectodermo transplantado. 
5in embargo, sus resultados fueron objetados por otros autores, que presentaron 
distintas observaciones con 10s mismos procedimientos; Schmidt (1937) logr6 
inducir la formaci6n de filamentos branquiales en ectodermo proveniente de 
ghstrulas de varios anuros, cultivado con endo y mesoderm0 del esbozo branquial 
de Triton. Por otra parte, 10s transplantes de esbozos branquiales completes 
(ecto, meso y endodermo) realizados en Kana fusca y Discoglossus pictus, 
diferenciaron en estructuras rnorFol6gicas e histol6gicas anhlogas a las 
encontradas en las branquias normales, pero cuando se transplant6 5610 el 
ectodermo presuntivo branquial unicamente el 10 % de 10s transplantes desarroll6 
filamentos anhlogos a 10s branquiales (Ra unic h, 1942). 
Dada la diferencia entre las distintas especies expuestas y frente a la falta 
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arenarum, hernos encarado un estudio experimental con el objetivo de conocer 
algunos de 10s eventos inductivos durante el desarrollo de las branquias. Para ello 
5e efectuaron explantes del esbozo branquial, cultivoe organotipicoe y traneplantes 
ectbpicos, tratando de establecer la capacidad de diferenciacibn, el estado de 
determinaci6n y especificacidn del eebozo a partir de su vieualizaci6n en estadios 
embrionarios. Adernhs de las ttcnicas experimentales se efectub el anilisis 
histolbgico de 10s explantes y ernbrionee, que se complement6 con el andisis de la 
expresibn inrnunocitoquirnica de proteinas citoeequeletales en 10s misrnos, 
utilizadas como marcadores rnoleculares de diferenciaci6n. 
MATERIAL BIOL~GICO 
Obtenci6n y Mantenimiento de Anirnales Adultos y 
Em briones 
Ver Capitulo 1 
METODOS EXPERIMENTALES 
Explantes de esbozos branquiales 
Los ernbriones en el estadio 17 (bot6n caudal, Del Conte y Sirlin, 1952), 
presentan lo5 esbozos presuntivos branquiales a cada lado de la regi6n cefhlica 
(fig. 3). Los esbozos esthn cornpuestos por un epitelio ectod6rmic0, las bolsas 
faringeas endodkrrnicas y el meeoderrno intermedio, que ya ha eido invadido en este 
estadio por c6lulas de las crestas neurales para constituir 10s arcoe branquiales 
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(ver Capftulo 1, fig. 11). Como no es posible separar el endo y mesoderrno branquiales, 
para las operaciones se consideraron dos partes del esbozo: el ectodermo y el 
endo-mesoderrno. 
Los experimentos fueron realizados con embriones obtenidos a partir de 
t res  ovulaciones distintas. Tanto las operaciones, corno 10s cultivos > 
mantenimiento de 10s embriones se Ilev6 a cabo en condiciones estiriles. 
Para realizar las operaciones, 10s embriones fueron previamente ubicados en 
chpsulas de Petri con soIuci6n est6ril de Steinberg 10 % ( NaCl 60 mM, Kc1 0,67 
rnM, Ca(NO,), 0,34 mM, Mg50,0,83 mM, HEPE5 10 mM), pH 7,4: luego fueron 
transferidos a chpsulas de parafina negra conteniendo soluci6n est i r i l  de 
Steinberg 100 %, donde se llevaron a cabo las operaciones. 
Todo el trabajo de rnicromanipulaci6n se realiz6 bajo lupa; en primer lugar, la 
mernbrana vitelina fu6 removida utilizando pinzas de relojero No 5, enjuagadas 
previamente en etanol 70, pasadas por la llama de un mechero y lavadas en 
solucibn salina. Estas pinzas se utilizaron tambien para e-fectuar el resm de las 
operaciones, con la ayuda de agujas y ansas de 5pemann y agujas de un pelo de 
ceja. 
Con el objetivo de estudiar la capacidad de diferenciaci6n del esbozo 
branquial in vizt-o se efectu6 un disefio experimental que incluy6 t res  grupos de 
cultivos (fig. I), segljn el tejido explantado: 
A) ectodermo branquial pre~untivo; se explant6 el epitelio ectodirrnico quembre el 
explante con las pinzas y se limpi6 la capa interna de restos de ctlulas endo > 
mesod6rrnicas con las ansas y agujas. 
6) endo-mesoderm0 (bolsas faringeas y esbozos de arcos bra nquiales). 
61 - se realiz6 una incisi6n en la parte anterolateral del esbozo y se extrajo el 
tejido interno con un ansa, tratando de no daiiar el ectodermo que permaneci6 
cubriendo el 6rea explantada. 
82 - se realiz6 el explante de la rnisma rnanera y se form6 un "sandwich", para 
lo cual el tdjido ~xplantado fu6 envudlto con ectodermo banal proveniente de 
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Areas posteriores de nturulas (estadios 15 y 16), y se 10s mantuvo presionados 
por unos puentes de vidrio hasta que se pegaron 10s bordes del ectoderrno. 
C) el esbozo ~ornpleto (ecto-endo-mesodermo) 
En 10s t res casos 10s explantes se mantuvieron en cultivo entre 4 y 7 dias en 
cipsulas de vidrio con solucibn esttr i l  de Steimberg 10%, que era renovada 
diariarnente, y de la misma rnanera se mantuvieron dos grupos de ernbriones corno 
controles. Algunos de 10s cultivos fueron fijados cuando 10s controles alcanzaron el 
estadio 21, el resto al curnplirse una sernana, en que 10s controles alcanzaron el 
estadio 25; la fijacibn y procesarniento del material se realizb de acuerdo a lo 
descripto en Mktodos de Estudio (Microscopia bptica y Ttcnicas 
inrnunocitoquirnicas) 
Embriones explantados 
Para estudiar el desarrollo de embriones carentes de 10s esbozos branquiales, 
ernbriones en estadio 17 obtenidos a partir de t res  ovulaciones distintas, fueron 
sometidos a 10s explantes detallados en el punto anterior (grupos A, 0 y C); er~ 
cada grupo, la rnitad de 10s ejemplares fueron operados de un lado (derecho e 
izquierdo alternativamente) y la otra mitad de arnbos lados . 
Los embriones explantados y un grupo de controles fueron rnantenidos en 
cipsulas de Petri con solucibn esttr i l  de Steinberg 10 %. Parte de 10s embriones 
fueron fijados en estadio de branquias externas (22, Del Conte y Sirlin, 1952) y 
otros en el estadio I larval (Martin e t  a/, 1985), segljn lo descripto en Mktodos de 
Estudio (Microscopia bptica). 
Microinyecci6n de ernbriones y Transpiantes 
Para analizar el desarrollo del esbozo branquial transplantado en i reas  
ernbrionarias ectbpicas, 10s ernbriones donadores del esbozo branquial fueron 
inyectados previarnente a la operacibn con un colorante vital fluorescente, amino 
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dextrano fluorescinado (FDA, Molecular Probes, Eugene, OK), con el objetivo de 
reconocer el transplante y su progenie celular en el ernbri6n receptor. 
En el estadio de una cklula (entre estadios 2 y 3, Del Conte y Sirlin, 1952) 10s 
embriones elegidos para ser donantes del explante, fueron tratados 2-3' con Bcido 
tioglic6lico 1 % en soIuci6n de Holtfreter, pH 7, con el fin de remover la gelatina que 
10s envuelve. A continuaci6n fueron lavados con soluci6n estkril de Steinberg 10 % y 
transferidos a chpsulas de parafina con soluci6n de Ficoll 5 % en 5teimberg 100 %, 
para evitar la pkrdida de citoplasrna durante el proceso de rnicroinyecci6n. Los 
embriones fueron inyectados con 50 nl de soluci6n acuosa de 50rnglml de FDA, con 
agujas de vidrio y un rnicromanipulador (Leitz). Estos ernbriones se mantuvieron en 
la soluci6n concentrada de Steinberg durante una hora, y luego continuaron el 
desarrollo en soluci6n estkril de Steinberg 10 %. 
Al alcanzar el estadio 17, previamente a realizar 10s explantes, se control6 en un 
microscopio de epifluorescencia Polyvar (Reichert-Jung) clue 10s ernbriones a utilizar 
como donadores presentaran una coloraci6n fluorescente uniforrne. 
Los explantes de 10s esbozos presuntivos fueron efectuados de la rnanera 
detallada anteriormente, tambien en soluci6n de 5teimberg 100%; se realizaron dos 
series de explantes y transplantes ect6picos (fig. 2): 
A) Transplantes externos: se transplant6 el esbozo completo en el Brea externa 
lateroventral del cuerpo o en la zona caudal de embriones en el rnismo estadio del 
donador; 
0)  Transplantes internos: se transplant6 el endo-mesoderm0 del esbozo (bolsas 
farhgeas y esbozos de arcos viscerales), en el Brea ventral interna de embriones en 
estadios de nkurula (15) y de bot6n caudal (17). 
Pasada una hora del transplante, 105 embriones se transfirieron a cBpsulas 
de Petri con soIuci6n estkril de Steinberg 10%. Lo5 embriones con transplantes 
ect6picos se fijaron en estadio de branquias externas (22, Del Conte y Sirlin, 1952) 
y en 105 estadios I y I1 larval (Martin e t  a/, 1985), seg 6n lo descripto en Mktodos de 









@ + - i s  B l  
n 6 u ~ l a  
1 B2 sandwich 
ecto-meso-endo 
both  caudal 
2 
Figura 1: Representaci6n grAfica del diseRo experimental de 10s explantes efectuados de 
distintas partes del esbozo branquial y s u  posterior cultivo. 
Figura 2: Representaci6n grifica de 10s explantes efectuados de distintas partes del 
esbozo branquial y s u  posterior transplante en ernbriones del mismo estadio. 
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METODOS DE ESTUDIO 
Observaciones Macrosc6picas 
Las observaciones rnacrosc6picas se llevaron a cabo con un rnicroscopio 
estereosc6pico Photornakroskop M 400 (Wild) y las fotornicrograffas fueron 
tornadas con pelfcula TMax 400. 
Microscopfa dptica y anslisis histo164 ico 
Los ernbriones, larvas y explantes cultivados fueron fijados por inrnersi6n en el 
lfquido de Bouin y procesados seghn se detalla en el Capftulo 1. 
Observaci6n de Ernbriones Transplantados 
Los ernbriones transplantados fueron fijados en soluci6n de forrnaldehfdo 4% 
en buffer fosfato salino 0.1M durante 20h a 4OC, luego 105 ejernplares fueron 
lavados y conservados en alcohol 70' a 4OC. Para su observaci6n en el rnicroscopio, 
fueron deshidratados en una serie ascendente de alcoholes, en una rnezcla de 
alcohol absoluto y xilol, en xilol puro e inclufdos en una rnezcla de parafina-cera de 
abejas (56°C). 5e realizaron cortes seriados de 6yrn en sentido transversal, 10s 
que fueron rnontados en portaobjetos tratados previarnente con alcoholes y tter, 
con el objeto de permitir la adherencia de las muestras sin utilizar albljrnina. Una 
vez secos, estos preparados fueron desparafinados en xilol, hidratados en una 
serie descendente de alcoholes, lavados en PB5 y rnontados con un rnedio acuoso 
no perrnanente ( 0,3% propilenglicol, 30% glicerina, 0,3% azida s6dica en buffer 
fosfato salino): las observaciones se llevaron a cabo en un rnicroscopio de 
epifluorescen~ia Polyvar (Reichert-Jung) y las fotografias fueron tornadas con 
pelfcula TMAX 400 (Koda k). 
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En algunos de estos preparados se aplic6 posteriorrnente la tkcnica de 
inrnunofluorescencia segljn se detalla mas adelante (ver Thcnicas 
Inmunocitoquimicas en esta rnisrna secci6n), para lo cual se realizaron previamente 
extensos lavados en buffer fosfato salino (PB5). Despues de ser obsewados y 
fotografiados, nuevamente fueron lavados en PB5, agua destilada y coloreados 
seglin se detalla en el punto anterior (Anilisis Histol6gico). 
Los embriones, larvas y explantes fueron fijados por inmersi6n en distintas 
soluciones de acuerdo con el anticuerpo a aplicar posteriormente en la 
inrnunomarcaci6n; 10s fladores utilizados y el procedirniento se detallan a 
continuaci6n: 
- liquido de Bouin durante 3h (90' a 4°C y 90' a temperatura ambiente), luego 105 
ejernplares fueron lavados y conservados en alcohol 70" a 4°C. 
- liquid0 de Dent (20% de dirnetil sulfbxido en metanol) durante 20h a 4"C, luego 10s 
ejernplares fueron conservados en metanol a 4°C. 
- soluci6n de forrnaldehfdo 4% en buffer fosfato salino 0.1M durante 20h a 4"C, 
luego 10s ejernplares fueron conservados en alcohol7O0 a 4°C. 
Para la deteccidn de proteinas componentes de 10s microfilamentos y 
rnicrotlibulos, se utiIiz6 material fijado en Bouin, mientras que para 105 filament05 
intermedios se aplic6 el liquid0 de Dent. La soluci6n de formaldehido Pue utilizada 
en la fijaci6n de 10s embriones transplantados, (Ver Microinyecci6n y Transplantee 
de Ernbriones, en la secci6n Mktodos Experirnentales); para la inrnunodetecci6n de 
proteinas filamentoeas en este material se aplic6 previamente un tratarniento 
enzimtitico, detallado mas adelante. El detalle y la procedencia de 105 anticuerpos 
utilizados y la5 tkcnicas inmunocitoquirnicas aplicadas se encuentran en el Capftulo 
3. Para la aplicaci6n de la tkcnica de inmunofluorescencia en 10s ernbriones 
transplantados, luego de la observaci6n del tejido rnarcado con FDA (Ver 
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Obsewci6n de Ernbriones Transplantados, en esta misrna seccibn), 10s 
portaobjetos fueron desrnontados y lavados varias horas en PB5. Luego fueron 
inmersos en una soluci6n 0,1% de Tripsina y 0,1% CaCl en buffer Tris salino (pH 7,8) 
en un coplin, el que se mantuvo en agitaci6n constante durante 10'a 37°C en un 
bafio termostitico; el tratarniento enzirnitico permiti6 desenrnascarar algunos 
antigenos, inaccesibles a la inrnunornarcaci6n por la fijaci6n con formaldehido. La 
reacci6n fue detenida con varios lavados de buffer Tris-salino a 20°C; luego 10s 
portaobjetos fueron lavados en PB5 a temperatura arnbiente y se continu6 con el 
procedirniento normal de inrnunofluorescencia. Corno el rnarcador de progenie celular 
estaba conjugado con fluoresceins, para las inmunorreacciones se utilizaron 10s 
anticuerpos secundarios conjugados con tetrarnethylrodamine (TRITC). 
Explantes Cultivados 
Con el objeto de establecer el grado de especificaci6n del esbozo branquial en el 
estadio de b o t h  caudal, se llevaron a cabo una serie de explantes de distintas 
porciones del mismo y se 10s rnantuvo en cultivo durante una sernana (Tablas 1 y 2). 
Tabla 1: NGrneros de explantes cultivados, de sobrevivientes y de fijados en 10s 
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GRUPO TIP0 EXPLANTE N°CULTIV05 ECTOD ENDOD ME5EN MU5C CART CAPlL 
A ectodermo 22 22 0 0 0 0 0 
62 sandwich endo-mesoderm0 31 31 31 31 11 12 15 
C esbozo com pleto 28 28 28 28 15 16 25 
Tabla 2: Diferenciacidn de tipos celulares en 105 explantes cultivados. ECTOD: 
ectodermo; ENDOD: endoderrno; MESEN: rnesdnquirna; MUSC: mlisculo; CART: 
cartilago; CAPIL: capilares. 
A) de epitelio ectoddrrnico branquial presuntivo. 
Los explantes cultivados de este grupo formaron una rnasa de cdlulas 
cornpactas, con un aspect0 de vesiculas irregulares, sin desarrollar ninglin tip0 de 
estructuras filamentosas anhlogas a las observadas en la5 branquias (fig. 4). El 
anhlisis histoldgico de estos explantes demoetrd un epitelio externo rnuy 
pigmentado y con cklulas ciliadas; internamente a ese epitelio se diferencid un 
grupo de cdlulas mas claras e incluso algunas pequeRas cavidades donde se 
encontraron algunos restos celulares (fig. 5). Tarnbien se observaron algunos 
nlicleos picn6ticos y escasas plaquetas vitelinas. 
0)  de endo-rneeoderrno (bolsas farfngeas y esbozos de arcos viscerales) 
61- En 10s explantes de este grupo mantenidos en cultivo, se observd lisis celular a 
las 24h. 
62- Los cultivos en "sandwich" no desarrollaron filarnentos visible5 externarnente 
(fig. 6); sin embargo, el anhlisis histoldgico efectuado una semana despuds rnostr6 
una diferenciaci6n clara de grupos de cdlulas endoddrrnicas, cartilago, capilares, y 
mesdnquima (fig. 7a y b), anhloga a la encontrada en el Area branquial de embriones 
del estadio 24-25. En algunos cultivos se encontr6 que el endoderrno se desarrollo 
contactando el rnedio externo (fig, 7b), 
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El analisis inrnunocitoquirnico rnostr6 reacci6n positiva en el ectodermo y 
endodermo con K5 pan (fig. 8 a  y b) y ck 8.13; en el endodermo, parte del ectoderrno 
y con rnenor intensidad en las c6lulas rnusculares, con anti-citoqueratinas 8,18,14 
(fig. 8c) y 19 (fig. ad). Con la anti-citoqueratina 7 se observ6 una reacci6n dhbil en 
el endoderrno: se detect6 expresi6n de virnentina en el endoderrno, ectodermo y 
mesknquirna, y con mayor intensidad en la5 cblulas rnusculares. 5 e  observ6 
reacci6n positiva con anti-actina en las ctlulas rnesenquirnBticas y parte del 
ectoderrno, rnientras que con actina sarcornCrica se encontrd rnarcaci6n en el 
endodermo y un punteado citoplasrnBtico en el mesenquima. Tambien en el 
rnesCnquirna se detect6 rniosina, rnientras que todos 10s tipos celulares 
presentaron una d6bil expresi6n de tubulinas a y P. Los controles negativos no 
rnostraron fluorescencia. 
C) esbozo cornpleto (ecto-endo-mesoderrno) 
Los esbozos completes cultivados desarrollaron unas estructuras 
filarnentosas cortas, sirnilares a las que se observaron en las branquias externas 
de 10s controles, aunque sin rarnificaciones (fig. 9). El analisis histolbgico evidenci6 
una diferenciaci6n tisular sernejante a la observada en 10s controles: una doble 
capa epidCrrnica, grupos de cClulas endodbrmicas, cartilago, capilares y 
rnesbnquima (fig. 10). 
El anhlisis inrnunocitoquirnico mostrd 105 rnismos resultados que en el grupo 
anterior. 
Em briones Explantados 
Con el objetivo de deterrninar la participaci6n de las t res hojas embrionarias en 
el desarrollo de las branquias, se llevaron a cabo explantes de distintas porciones 
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del esbozo en embriones en el estadio de bot6n caudal y se sigui6 su desarrollo 
hasta estadios lawales (Tablas 3 y 4). 
Tabla 3: Grupos de ernbriones explantados, nljmero de sobrevivientes y de 





Tabla 4: Desarrollo de las branquias en 10s embriones explantados. NRO EMB: 










A) En 10s embriones sornetidos al explante de la capa ectodhrmica branquial el 
ectoderrno adyacente, a1 multiplicarse, cerr6 el Brea correspondiente a1 tejido 
explantado dejando a lo sumo una reducida cicatriz. No hubo diferenciaci6n de 
branquias externas en el lado explantado, mientras que las branquias externas del 
lado contrario desarrollaron normalmente; en 10s casos en que se explantaron 
ambos esbozos, 10s embriones continuaron su crecimiento alcanzando estadios 
larvales. Bincronicamente con el control, se desarrollaron tan to  el op6rculo como 
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6) En 10s embriones sometidos al explante de 10s tejidos internos del esbozo 
(endo y rnesodermo), el ectoderrno branquial cubri6 el Area explantada y se uni6 al 
resto de la capa ectodkrmica sin dificultad. Los embriones no desarrollaron 
branquias externas y apenas diferen~iaron parte de las internas en algunos casos 
(fig. 10): el opkrculo se form6 norrnalmente y 10s embriones alcanzaron el estadio 
larval I. 
C) En 10s embriones sometidos al explante del esbozo complete, el Area 
explantada fue cerrada por el tejido adyacente; no se obsew6 la formaci6n de 
branquias externas (figs. 12 y 13) en el lado explantado. Tampoco se desarrollaron 
bien las internas, en algunos casos se encontraron estructuras reducidas 
correspondientes a 10s arcos branquiales I y IV (fig. 14); el opkrculo se desarroll6 
normalmente y 10s ejemplares sobrevivieron hasta el primer estadio larval, aunque 
con un volumen menor al de 10s controles, especialmente en 10s casos en que fueron 
explantados ambos esbozos. 
Transplantes 
Con el objeto de analizar el estado de deterrninaci6n del esbozo branquial se 
efectuaron diversos transplantes ect6picos en embriones del rnismo estadio 
(Tablas 5, 6 y 7). 
Tabla 5: Grupos de transplantes, ndmero de embriones sobrevivientes y de 
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GRUPO TEJIDO No. DlFER ECTOD ENDOD MESEN MUSC CART CIRCUL 
TRANSPLANTADO EMB. 
A esbozo comple%o 12 11 11 11 11 3 0 9 
0 Endo-mesoderm0 12 9 0 9 9 2 0 7 
Tabla 6: Grupos de ernbriones transplantados procesados en el estadio 21 y 
diferenciaci6n de grupos celulares en 10s transplantes. DIFER: transplantes que 
diferenciaron estructuras celulares; ECTOD: ectodermo; ENDOD: endoderrno; 
MESENQ: mesbnquima; MUSC: m6sculo; CART: cartflago; CIRCUL: transplantes en 
10s que se observ6 circuIaci6n. 
Tabla 7: Grupos de ernbriones transplantados procesados en el estadio I y 
diferenciaci6n de grupos celulares en 10s transplantes.DIFER: transplantes que 
diferenciaron estructuras celulares; ECTOD: ectodermo; ENDOD: endoderrno; 
MESENQ: rnesbnquirna; MUSC: rnhsculo; CArZT: cartilago; CIRCUL: transplantes en 




A) Transplantes e>cternos: esbozo complefa 
Las operaciones fueron exitosas en un 91%; 10s transplantes pudieron ser 
localizados tan to  por la fluorescencia dei FDA corno por la formaci6n de filarnentos 
evidentes rnacrosc6picarnent.e. Lo5 transplantes de esbozos cornpletos dieron 
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externas del huksped (fig. 15). Cabe seFialar que cuando el transplante se realiz6 en 
la regi6n caudal se observ6 por transparencia (bajo lupa) circulaci6n sanguinea en 
10s filarnentos. Algunos de 10s transplantes presentaron signos de hidropesia 
(18%), que no interfirio con el desarrollo normal del huhped. 
El anhlisis histolbgico de 10s transplantes cuando el huesped alcanz6 el estadio 
21 evidencid la estructura epiddrrnica normal, epitelio endoddrrnico, capilares y 
mesknquima, en forma anhloga a las branquias externas (fig.16), incluso se 
encontr6 en un par de transplantes fibras musculares. Los resultados 
inmunocitoquimicos mostraron reaccidn positiva en el epitelio para la marcaci6n 
con citoqueratinas (ck 8.13 y Kspan) per0 negativa en el mesdnquirna para miosina, 
coincidiendo con las inrnunornarcaciones realizadas en 10s controles en 10s rnisrnos 
estadios 
En 10s transplantes que continuaron desarrollando hasta el estadio 11, se 
observ6 la formaci6n de filarnentos hialinos, cortos y apenas ramificados (fig. 17) 
mientra que las larvas hospedadoras presentaban las branquias internas 
totalrnente desarrolladas; tarnbien se observ6 por transparencia en estos 
filamentos circulaci6n sanguinea. El anhlisis histolbgico evidenci6 en 10s filamentos 
de 10s transplantes una estructura epitelial de origen endodkrrnico anhloga a la de 
las branquias internas del hospedador y de 10s controles; tambien se encontraron 
edructuras cartilaginosas, mesdnquirna, cklulas rnusculares y sanguineas (fig. 18). 
El anhlisis inmunorreactivo result6 positivo tanto para Ias citoqueratinas en el 
epitelio (ck 8.13 y Kspan) corno para la rniosina en el rnesbnquirna (fig. l9), de forma 
anhloga a la observada en 10s controles del mismo estadio. 
6) Transplantes internos: endo-mesoderm0 
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Las operaciones heron exitosas en un 75%; se pudo observar por ff uorescencia 
del FDA la ubicaci6n de 10s transplantes en 10s hospedadores vivos. Ningun 
transplante desarroll6 filamentos externos; el 33% de 10s embriones 
transplantados mostraron signos de hidropesia, lo que no impidi6 que alcanzaran el 
estadio I al igual que 10s controles. 
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En 10s cortes histo16gicos,se localizaron 10s transplantes por fluorescencia y se 
obse& la forrnaci6n de peque3as cavidades en las que conflufan fllarnentos . 
simples o con pocas ramificaciones, que presentaron capilares y cdlulas sanguineas 
(figs. 2 0  y 21); en la base de 10s filarnentos se observaron estructuras 
cartilaginosas y rodeando las cavidades se encontraron rnernbranas sirnilares a 10s 
. rnesotelios. Estas observaciones coincidieron con las realizadas en 10s preparados 
despuks de ser coloreados con hematoxilina y eosina (fig. 22). 
5i bien el epitelio de algunos transplantes presentaba FDA (fig. 21) en otros 
casos el epitelio de 10s filarnentos no rnostraba fluorescencia, mientras que si 
fluorescfan las cklulas de origen rnesoddrrnico (rnesenquirniticas y cartilaginosas) 
(fig. 20). Una vez que fueron coloreados 10s preparados, se encontr6 que 10s 
filarnentos no fluorescentes estaban mas avanzados en la diferenciaci6n que 10s 
primeros por lo que probablernente el FDA se "diluy6" en las sucesivas progenies 
celulares. 
Adernds, en 10s transplantes mas avanzados se encontraron cdlulas 
fluorescentes en algunos tejidos del hospedador, como el conectivo, la rnembrana 
del tubo neural y en cdlulas bordeando la notocorda (fig. 23); estas observaciones 
evidenciaron la migraci6n de cklulas del transplante y su integraci6n con 10s tejidos 
del huksped. 
Las inmunorreacciones fueron positivas con Ck 8.13 y K5 pan 1-8, tanto en 10s 
epitelios ecto y endoddrmicos de 10s hukspedes como de 10s transplantes (fig. 24); 
en el caso de la ck p. 14, se contr6 inmunornarcaci6n en 10s filarnentos originados 
por 105 transplantes y en lo5 epitelios de origen endoddrmico de 10s hukspedes. 
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Capkuio 4: procesos inductivos involucrados en el desarrollo de las branquias 
A pesar de ser protrusiones epidkrmicas, el desarrollo de [as branquias 
externas no depende solo del ectoderrno ya que es necesaria su interacci6n en 
estrecho contact0 con el mesodermo y endodermo del esbozo branquial; 10s datos 
experimentales que hemos reunido demuestran que las branquias externas no se 
desarrollan en ausencia de las bolsas farfngeas y 10s arcos viscerales. Este 
resultado corrobora 10s estudios realizados en Ambktoma punctaturn que 
seflalaron la importancia del endodermo para la diferenciacihn de las branquias 
externas, e incluso para su orientaci6n (Harrison, 1921; Severinghaus, 1930; 
Balinsky, 1984), como asf tambien del mesodermo en Triton a w t r i s  (Mangold, 
1937). 
Por otra parte, no se ha obsewado desarrollo de branquias externas en 
embriones de Bufo arenarum sometidos al explante de ectodermo branquial: si bien 
el Area explantada es recubierta por la proliferaci6n del epitelio adyacente no se 
diferencian ningun tipo de estructura filamentosa; este resultado sugiere que el 
ectodermo del esbozo branquial ya se encuentra determinado en el estadio de 
bot6n caudal. En ndurulas avanzadas de Di5cogIo55~5 p i c t u ~  (Anura) no se verifica 
el desarrollo de branquias externas afin cuando se sustituye el ectodermo 
branquial por ectodermo banal (Raunich, 1942); por lo tanto el proceso inductive 
que determinara el ectodermo branquial se habrfa producido en estadios mas 
tern pranos. 
En cuanto a aspect05 fisio16gicos de 10s embriones explantados, a pesar de 
haberse comprobado la participacidn de las branquias externas en el intercambio 
gaseoso (ver Capftulo I), dstas parecen ser prescindibles para la vida embrionaria, 
ya que 10s individuos operados continuan su desarrollo en forma aparentemente 
normal. En cambio, si bien no se continu6 la obsewacidn de 10s embriones 
Diana Alonso 
Capitulo 4: procesos inductivos involucrados en el desarrollo de las branquias 
explantados durante la vida larval, la ausencia de branquias internas denot6 una 
interferencia en el tarnafio alcanzado por 10s individuos operados. 
Los explantes de ectoderrno branquial presuntivo de Bufo arenarum cultivados 
en forrna aislada, diferenciaron una "epidermis atipica" similar a la descripta por 
Winklbauer (1988) para explantes de hernisferios anirnales de blAstulas de Xenopus 
laevis; no hernos observado desarrollo de ningljn tip0 de estructuras filarnentosas. 
Estos resultados difieren de 10s descriptos por Ekrnan (1913) en Bombinator y 
Kana, y parcialrnente de las observaciones realizadas por Raunich (1942) en Bufo 
vulgaris; arnbos autores describieron la forrnacibn de pequef3os y simples filarnentos 
(no rarnificados), que posteriorrnente se atrofiaban o se presentaban edernatosos 
y se reabsorbian; aunque se podrfa atribufr la divergencia de 10s resultados a 
diferencias especificas, considerarnos que es factible que en 10s experimentos de 
Ekrnan y Raunich, el ectoderrno presuntivo no haya sido cornpletarnente aislado de 
cblulas de origen endo y rnesodbrrnico, las que al perrnanecer en el explante pueden 
haber inducido la forrnaci6n de filarnentos. 
Por otra parte, existe cierta coincidencia entre la capacidad de diferenciacibn 
de nuestros explantes de epitelio ectodbrrnico y 10s descriptos en Urodelos; en este 
caso, el transplante de ectoderrno branquial solo ocasion6 la aparici6n de 
protuberancias atipicas en 10s tejidos del huesped, sin ningun indicio de 
estructuras tipo filarnentosas (Harrison, 1921; Severinghaus, 1930; Moser, 1940). 
En Bufo arenarum las bolsas farfngeas y 10s esbozos de 10s arcos viscerales, 
10s tejidos internos del esbozo branquial de origen endo y rnesodbrrnico, se 
encuentran especificados en el estadio de botbn caudal: el cultivo organotfpico de 
10s rnisrnm rnostrb que son capaces de diferenciar en presencia de ectoderrno 
banal, adquiriendo caracterfsticas inrnunocitoqufrnicas anhlogas a las mostradas 
por las branquias externas e internas ernbrionarias. 5in embargo no se observb que 
este endo-mesoderrno del esbozo branquial indujera el desarrollo de filarnentos en 
el ectoderrno banal de nburulas utilizado corno "envoltura" del sandwich; en 
estudioa anteri~res, Sshrnid'c; (1937) describici la forrna~i6n de filament05 en su 
Diana Aaorrso 
Capitulo 4: procesos inductivos involucrados en el  desarrollo de ias branquias 
trabajo con esbozos branquiales de Triton y ectodermos de ghstrulas. Estos 
resultados evidencian que la cornpetencia del ectodermo se produciria en estadios 
mas tempranos al de nkurula; es destacable nuevarnente que, pese a haber 
adquirido la mencionada competencia en estadios anteriores al de botbn caudal, el 
epitelio ectodkrrnico del esbozo no es capaz de diferenciar alguna estructura 
filarnentosa en ausencia del endo-mesoderrno del esbozo. 
El cultivo del esbozo branquial completo exhibib la rnisrna capacidad de 
diferenciacibn que 10s cultivos en sandwich de 10s tejidos internos del esbozo; 
ademls se observb el desarrollo de pequefios filamentos sirnilares 
estructuralmente a 10s desarrollados en las branquias externas. Estos resultados 
se deberfan a la presencia contemporhnea del endo- mesoderm0 en 10s explantes 
cultivados. 
La determinacibn y la capacidad de diferenciacibn del esbozo branquial en el 
estadio de botbn caudal tambien se corroborb con el desarrollo de 105 transplantes 
ectbpicos; &st05 desarrollaron en forma similar a 10s controles, con la aparicibn 
sucesiva de filamentos anhlogos a 10s de las branquias externas e internas de las 
larvas hospedadoras y la diferenciacibn histolbgica de otras estructuras 
branquiales. En todos 10s casos se cornprobb que estas estructuras fueron 
originadas por las cklulas del transplante, ya que tan to  en las larvas vivas como en 
10s cor-tes histolbgicos, 10s filamentos presentaron la fluorescencia 
correspondiente al FDA. El anhlisis inmunocitoquimico ademhs demostrb que la 
expresibn de citoqueratinas y miosina en 10s transplantes se correspondia con 10s 
estadios de diferenciaci6n de 10s controles. 
El desarrollo de 10s transplantes efectuados en este trabajo corrobora 10s 
resultados descriptos para Kana fusca y Di5cogl055~5 p i c t u ~  (Raunich, 1942); sin 
embargo, en el transplante de Bufo arenarum no hemos observado la forrnacibn del 
opkrculo, lo que podria atribuirse a una diferencia especifica o con mayor 
probabilidad al no haber sido inclufda el hrea presuntiva respectiva en el explante 
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La utilizaci6n de transplantes de esbozos de 6rganos en estadios 
embrionarios, ha permitido estudiar adernds del estado de deterrninaci6n de 10s 
mismos, la posibilidad de sobrevivencia y desarrollo de 10s tejidos explantados en 
localizaciones ect6picas, asi como la integraci6n de elernentos celulares del 
donante y el huksped (Koo y Graziadei, 1995). Los resultados de nuestro trabajo 
experimental mostraron una buena tasa de sobrevivencia de 10s transplantes, ya 
que esta fue mayor al 75%; por otra parte, se encontraron cklulas provenientes de 
10s transplantes integradas a estructuras histol6gicas del huisped, especialrnente 
en epitelios y tejido conectivo, sin interferir con la actividad normal de 10s 
ernbriones transplantados. 
Los resultados expuestos dernuestran que el esbozo branquial de Bufo 
arenarum constituye un modelo prhctico de estudio de algunas de las 
interacciones de las tres hojas embrionarias en estadios tempranos de la 
organogbnesio, a pesar de la complejidad estructural de este tipo de esbozo que no 
permite la aislaci6n completa del endo y mesodermo presuntivo branquial. 
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INTRODUCCION 
Factor Natriurktico Atrial (FNA) o Ptptido Natriurktico Atrial es el nombre 
genkrico utilizado para una familfa de pkptidos vasodilatadores, diurkicos y 
natriurkticos, inicialmente descubiet-tos y estudiados en el atrio del coraz6n de 10s 
rnarnfferos (ratas) por De Bold y colaboradores (1981). Los cardiocitos atriales 
sintetizan una prohormona de 126 aminoacidos (Zivin et a/, 1984) que genera, a 
travks de un clivaje proteolftico, un pkptido de 28 aminoacidos, la forrna biol6gica 
activa del FNA (Arendt et a/, 1985; Thibauld et a/, 1985). Los estudios fisiol6gicos 
realizados han mostrado que 10s FNAs son muy importantes en la regulaci6n 
osrnomineral para mantener la homeostasis de sales y agua en 10s flufdos 
corporales.; FNA es la primer hormona conocida que se caracteriza por sus 
propiedades diurtticas y natriurkticas, contrarrestando el accionar de horrnonas 
corno la vasopresina y la angiotensina 11. Los FNAs producen diuresis y natriuresis 
por rnedio del increment0 de la tasa de filtraci6n del glornkrulo renal, disrninuyendo 
la producci6n de aldosterona adrenal y catecolaminas, relajando el rnljsculo liso e 
inhibiendo la liberaci6n de hormonas neuro y adenohipofisiarias (Kloas, 1993). 
Posteriorrnente a 10s prirneros trabajos realizados en rnarnfferos, se 
demostr6 que 10s FNAs se encuentran tanto en la aurkula corno en el ventrfculo del 
coraz6n de larvas (Hirohama et a/, 1989) y adultos de anfibios (Netchitailo et a/, 
1986a, 1988; Aoki et a/, 1988; Uernura et a/, 1989), y especificamente en Bufo 
arenarum (Casco et a/, 1992). Estudios bioqufrnicos e inmunohistoqufrnicos han 
rnostrado la presencia de FNA en cierto nljmero de tejidos extracardfacos en 
diversos vertebrados, inclufdos anfibios: en vasos sangufneos (Asai et a/, 1987), en 
corazones linfhticos (Ryu et a/, 1992), en glhndulas salivales (Cantin et a/, 1984), 
glhndulas adrenales (Ong et a/, 1987; Lhirrnann et a/, 1988; Morel et a/, 1988; 
Reinecke et al, 1992), en ovario (Kim et a/, 1989), en espermatozoides (Paz et a/, 
1993), en el cerebro de rnamfferos (Tanaka e t  a/, 1984; Ja~obowitz e t  a/, 1985; 
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Kawata e t  a/, 1985; Ueda e t  a/, 1988) y de anfibios (Netchitailo eta/, 1986 b,1987; 
Feuilloley a t  a/, 1993; Vallarino e t  a/, 1998). Por otra parte, tambien el gen que 
codifica para el FNA ha sido hallado en distintos brganos (Gutkowska y Nemer, 
1989). A pesar de 10s numerosos trabajos realizados en vet-tebrados adul-bs, es 
muy pobre aun el conocimiento de la ontogenia de estas localizaciones extra- 
cardfacas del gen y su expresi6n, especialmente en vertebrados inferiores. 
La secuencia de aminoAcidos del FNA ha sido determinada en las ranas 
(Lazure e t  a/, 1988; Sakata e t  a/, 1988); su comparacibn con las conocidas en 
peces (Takei e t  al, 1989; Schofield e t  a/, 1991), en pollos (Miyata e t  a/, 1988) y en 
mamfferos (Arendt e t  a/, 1985; Thibauld e t  a/, 1985), revela que la estructura de 
10s FNAs ha sido altamente conservada durante la evoluci6n del phylum 
Vet-tebrados. 
La actividad biol6gica del FNA en anfibios adultos no ha sido aclarada a6n; 
Chiu y colaboradores (1990) han demostrado que el FNA presenta un efecto 
vasorelajante en fragment05 arteriales aislados a partir de loops abrticos, de la 
aorta dorsal, y de las arterias ilfacas y femorales de Kana catesbeiana y Kana 
tigrina. Tarnbien algunos trabajos realizados in vivo han demostrado que no existe 
un efecto fisiolbgico significative del FNA de rata en el funcionamiento renal de 10s 
anfibios (Frick y Toygar, 1988). Ha sido sugerido que 10s FNAs pueden jugar un rol 
neuroendbcrino en 10s anfibios, tomando en cuentar la presencia de fibras nerviosas 
FNA-inrnunoreactivas en el nhcleo pre6ptico y en la eminencia media de adultos de 
Kana ridibunda (Netchitailo e t  a/, 1987) y la alta densidad de receptores para FNA 
en la hipbfisis (Tong e t  a/, 1989); aderniis, estudios inmunocitoqufmicos realizados 
durante el desarrollo del cerebro de Kana esculenta, han establecido que 10s FNAs 
podrian encontrarse involucrados en la regulacibn de las eecreciones hiposiarias de 
las larvas (Vallarino e t  a/, 1998). Por otra pat-te, ciertos trabajos establecieron que 
el FNA estirnula la secrecibn de la hormona a-rnelanocito estimulante (MSH) desde 
la hipbfisis (Lamam e t  a/, 1987), mientras que otros estudios mas reciente han 
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sugerido que existe una relacidn entre el FNA y la liberacidn de GnRH (Huang y 
5arnson, 1991; Paz e t  a/, 1993), 
En las branquias internas de renacuajos de Kana cateesbeiana ha sido 
descripta la presencia y ditribucidn de varios neuropkptidos (CGRP, sustancia P, 
VIP y sornatostatina), 10s cuales podrfan estar involucrados en la rnodulacidn del 
transporte i6nico (Kusakabe y Kawakarni, 1992). Adernhs, a travks de estudios de 
autoradiografla se han detectado receptores especfficos para FNA en la piel, 
branquias, vasos sangufneos, hipotilarno y en el mesencaalo de larvas de Kana 
dalmatina, rnientras qua en el inicio de la rnetarnorFosis se encontraron tarnbien 
receptores en 10s thbulos pron&icos, en el epitelio intestinal y en 10s rnhculos 
estriados (Ghiani e t  a/, 1991); sin embargo, hasta el rnomento no se habfa 
reportado la expresidn de FNA en branquias de embriones o lawas de anuros. 
El objetivo del presente trabajo es el estudio de la expresidn del Factor 
Natriurktico Atrial durante la ontogenia de la branquias de Bufo arenarum, 
rnediante anilisis inrnunohistoqufrnicos y ultraestructurales. 
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MATERIAL BIOL~GICO 
Obtenci6n y Mantenirniento de Anirnales Adultos 
Ver Capitulo 1. 
Obtenci6n y Mantenirniento de Ernbriones 
Ver Capi'culo 1 
Tbcnicas lnrnunocitoquirnicas 
Los embriones y larvas fueron fijados por inmersi6n en lfquido de Bouin 
durante 3 hs (90' a 4°C y 90' a temperatura ambiente), luego 10s ejemplares 
fueron lavados y conservados en alcohol 70" a 4°C. 
Una vez fijados 10s ejemplares fueron deshidratados en una serie 
ascendente de alcoholes, rnezcla de alcohol-xilol y por 6ltirno dos bafios de xilol, e 
incluidos en una rnezcla de parafina-cera de abejas (56OC). De las piezas 
seleccionadas se realizaron cortes seriados en sentido transversal, con un espesor 
de 6ym, utilizando un rnicrbtomo Leitz; Los cortes fueron rnontados y mantenidos 
una sernana a 30UC para su to ta l  secado. 
Las secciones fueron desparafinadas en xilol, hidratados en una serie 
deecendente de alcoholes y en buffer fosfato salino 0,lM (PB5), pH 7.4, durante 
30'; para inhibir la actividad de peroxidasas endbgenas, 10s cortes fueron tratados 
con una solucibn de 3% de HzOz en PBS durante 10: y enjuagadoej en PB5 variae 
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veces. Para bloquear eventual activldad inespecifi'ca de otras proteinas, 10s tortes 
fueron inmemos en una soluci6n 5 % de leche descrernada, 0,02% de Tri-idn X-100 
en PBS durante My, y enjuagados en PBS. 
El anticuerpo primario utilizado fue anti-a-hANP 99-126 (SIGMA, St. Louis, 
MO) desarrollado en cabra, diluido I600 en PB5; se aplic6 sobre las secciones 
histol6gicas con una jeringa Hamilton, las que fueron incubadas en cimara hlimeda 
a 4UC durante 16 h. 
5 e  efectuaron dos tipos de "controles negativos" para probar la 
especificidad del anticuerpo primario: 
- aplicacidn del anticuerpo primario adsorbido previamente con hANP (SIGMA) en 
exceso, durante 24 h a 4 O C ;  
- omisidn del anticuerpo primario y aplicaci6n de PB5 en su lugar. 
Despu6s de lavarlos en PBS, 10s cortes fueron tratados nuevamente con la 
soIuci6n de leche descremada y Triton durante 60' y lavados nuevamente con PB5. 
5e  aplic6 luego el m6todo de deteccidn del complejo avidina-biotina-peroxidasa 
(ABC): las secciones fueron incubadas en cimara hlirneda con el anticuerpo 
secundario conjugado con biotina diluido en PB5, durante 30-60' a temperatura 
ambiente, lavados en PB5, e incubados con el complejo avidina-biotina-peroxidasa, 
30-60 '  a temperatura ambiente. 
Luego las secciones fueron lavadas en PB5 y reveladas con una soluci6n de 
3.3'-diaminobenzidina (DAB) y H,O, para detectar la peroxidasa. El seguimiento del 
proceso de revelado se llev6 a cabo en el microscopio; la reacci6n fu6 detenida en 
agua destilada, las secciones deshidratadas en una serie ascendente de alcoholes, 
clarificadas en xilol y montados con el medio sint6tico DPX (Fluka, 5uiza). Los 
preparados fueron observados y fotografiados en el fotomicroscopio Polyvar 
(Reichert-Jung), utilizando pelicula TMax 100 (Kodak), Kodak Gold 100 o Fujicolor 
100. 
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M icroscopia Electrbnica de Transrnisibn 
Para efectuar estudios ultraestructurales, las larvas fueron fijadas in t o to  
en una solucibn 3% paraformaldehfdo, 3% glutaraldehfdo, 0,1% hcido pfcrico en 
buffer fosfato 0,1M, pH 7.2, durante 4 h a 4°C. 
Las branquias fueron extraidas por microdisecci6n en la misrna soluci6n 
filjadora, lavadas con tamp6n cacodilato 0,1M, con agua destilada y postfijadas en 
soluci6n acuosa de tetrbxido de Osmio 1% durante l h  a temperatura arnbiente. 
Despuks de lavarlas con agua destilada, fueron coloreadas in bloc con soluci6n 
acuosa de acetato de uranilo 2% durante 2 h. 
Las piezas fueron deshidratadas en una serie ascendente de acetonas, 
inclufdas en Durcupan ACM (Durcupan ACM Kit, FLUKA) y cortadas utilizando un 
ultrarnicr6tomo Porter Blum MT-1. Las secciones fueron rnontadas en grillas de 
cobre, contrastadas con acetato de uranilo y ci trato de plomo (Venable y 
Coggesall, 1965) y examinadas en un microscopio eIectr6nico HlTACHl HU 11-C. 
Con el objeto de conocer la eventual expresi6n de FNA en las branquias be 0ufo 
arenarum, se aplic6 la tecnica de inmunocitoqufrnica en ernbriones desde el estadio 
20 hasta larvas premetam6rficas del estadio VIII; el anticuerpo utilizado en este 
trabajo habfa sido empleado anteriormente con exit0 para demostrar la presencia 
de FNA durante la embriogenesis en el corazdn de la misrna especie (Casco e t  a/, 
1992). AdemIs se efectu6 una anhlisis ultraestructural de la morfologfa branquial 
para localizar la distribucibn de grhnulos secretorios, anhlogos a 10s encontrados 
en el coraz6n. 
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No se encontr6 inmunoreacci6n en las branquias externas ernbrionarias ni en 
las branquias internas del estadio larval I; en estos estadios se observb coIoraci6n 
positiva en el corazbn, de acuerdo con lo descripto anteriorrnente para esta 
especie (Casco et a/, 1992). 
A partir del estadio larval ll y hasta el estadio Vlll se detectaron varias 
regiones inrnunoreactivas en las branquias internas (Fig. 1 a 3) , sirnilares a la 
coloraci6n rnostrada por la aurfcula y el ventrfculo (Fig. l a  y 2a). La ausencia de 
marcaci6n en cortes adyacentes en que se omiti6 el anticuerpo pdrnario o se lo 
preadsorbi6 con hFNA en exceso, indicaron la especificidad de la reaccibn (Fig. 2b). 
En 10s estadios mas ternpranos, las cblulas inrnunoreactivas fueron 
encontradas principalrnente en la capa subepitelial de 10s filtros branquiales y 
rodeando a1 ceratobranquial (Fig. Ib); la inmunornarcaci6n se obsewa como una 
cornpleja red que no alcanza al epitelio. La fuer-te coloraci6n fuh restringida a1 
citoplasrna celular, y examinada a altos aumentos posibilit6 la observacibn de 
fantasrnas nucleares y la naturaleza granular de 10s precipitados de 
diaminobencidina. En estos estadios no 5e detect6 reaccidn positiva en 10s 
filament05 respiratorios. 
_En estadios prernetarn6rFicos mas avanzados tanto 10s filtros corno 10s 
fibrnentos branquiales rnostraron inrnunoreactividad (Fig. 2 y 3); tarnbien en 10s 
filamentas respiratorios la inrnunomarcaci6n se encontr6 en el tejido conectivo 
subepitelial, corno unas finas hebras rodeando 105 capilares (Fig. 3b). 
Analisis Ultraestructural 
En 10s estadios embrionarios 19 a 2 4  no se encontraron grAnulos secretorios 
en el Srea branquial mientras que en el corazbn, 10s grhnulos se han observado a 
partir del estadio 19 (Casco eta/, 1992): la5 cdlulae epiteliales dc la5 branquias 
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presentaron nlicleos redondeados u ovoides, nurnerosos grhn ulos de pig rnento. 
plaquetas vitelinas y gotas lipfdicas, evidenciando un estado de diferenciaci6n 
ternprana (Fig. 4). 
En el estadio I, la ultraestructura revel6 que las cklulas epiteliales en proceso 
de diferenciaci6n rnostraban a6n nurnerosas gotas lipidicas cubriendo grandes 
hreas del citoplasrna, asi corno grhnulos de pigmento, rnientras que ya no se 
encontraron plaquetas vitelinas (Fig. 5 y 6). Estas cklulas parecen encontrarse en 
una fase de gran actividad, de acuerdo con el notorio desarrollo de organelas 
proteinopoykticas, especialrnente el aparato de Golgi y el retkulo endoplasrnhtico; 
. 
tarnpoco se observaron grhnulos de FNA en este estadio. 
En 10s estadios inrnunorreactivos (a partir del estadio II), el epitelio bilarninar 
de 10s filtros dorsales present6 dos tipos celulares: las cklulas oscuras y las claras 
(Fig. 7 a 9). Las prirneras, que tienen un citoplasrna electrodenso, son cklulas 
clibicas, apicales o basales, y pavimentosas laterales con numerosas rnitocondrias 
.-. . , 
polirn6rficas. Estas cklulas rnostraron tambien un n6cleo condensado y con 
1 
~5 indentaciones, y en 5u superficie apical presentaron rnicrovellosidades cubiertas 
. - ,'!I -,i -, 
con una cubierta difusa en la porci6n libre y numerosas vacuolas que contenfan un 
material transparente similar a fluidos surFactantes (Fig.8) Las rnembranas 
celulares laterales se encontraron recuwadas y con nurnerosos procesos 
cituplasrnhticos extendiendose hacia 10s espacios intercelulares (Fig. 9). 
... En las chlulas claras el citoplasrna present6 baja electrodensidad y se 
,, ILL 
observaron grandes n6cleos lobulados; se encontraron nurnerosas' rliitocondrias 
'= ti. 
+ ,,polirn6t+cas, con una rnatriz densa y abundantes cristales; algunas de estas 
." c61ulas presentaron gr6nulos secretorios en el hrea perinuclear, anhlogos a 10s 
(J'.', . 
grhnulos FNA-inrnunorreactivos encontrados en el atrio y ventrkulo de cklulas 
rnioend6crinas de la rnisrna especie (Fig. 10 y 11). Estos grhnulos tenian una forrna 
oval o redondeada, con un dihmetro entre 100 y 150 nrn; tarnbien se encontraron 
grhnulos irregulares en las Areas telenucleares del citoplasrna, sin una ubicaci6n 
deterrninada (Fig. 12). Bajo el epitelio, se obsew6 siernpre la lhrnina basal. 
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Las crestas branquiales esthn compuestos por un eje con numerosas 
ramiflcaciones, bien vascularizadas con numerosos capilares que 10s atraviesan; 10s 
filamentos estan compuestos de un epitelio bilaminar de cilulas escamosas, 
similares a las encontradas en la porci6n ventral de 10s arcos branquiales y 10s ejes 
de las crestas branquiales (Fig. 13). Estas cklulas se conectan con sus vecinas a 
t rav is  de uniones estrechas en su porcibn apical y repliegues laterales y basales 
irregulares, 10s cuales se interdigitan mutuamente. En ocasiones se observaron 
grandes espacios intercelulares en las porciones laterales y basales; la Ilmina 
basal y una capa de matriz extracelular fueron siernpre observados por debajo del 
epitelio. 
El epitelio de las crestas branquiales se 'adelgaza hacia el extremo de 10s 
filamentos; las dlulas externas de la bicapa se hacen planas y elongadas, y 10s 
procesos citoplasmlticos de las cilulas internas forman una capa muy fina que 
rodea el endotelio de 10s capilares. El nGcIeo de las cilulas epiteliales y del endotelio 
generalmente se ubica en la zona media del filamento, entre 10s capilares aferentes 
y eferentes. Ademls entre 10s capilares se observ6 en la mayoria de 10s casos una 
cdlula soporte. La membrana celular present6 pocas microvellosidades y no se 
observaron vesiculas con liquido. La llmina basal del epitelio se encontrb en 
contacto directo con la limina basal del endotelio de 10s capilares. 
En forma similar al epitelio de 10s filtros branquiales, en el epitelio de las 
crestas se encontraron dos tipos de cilulas, las claras y las oscuras; en este 
caso, ninguna de las dos mostrb estructuras similares a 10s grhnulos secretorios 
de.FNA (Fig. 14 y 15). 
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Los resultados inrnunocitoquimicos en larvas de Bufo arenarum con 
anticuerpos contra FNA proveen evidencia acerca de la presencia de este ptptido 
en las branquias de anfibios; por otra parte, la detecci6n con un antisuero de FNA 
humano irnplicarfa una analogfa en la secuencia arninoacidica a travbs de la 
evoIuci6n de 105 vertebrados, coincidiendo con lo deterrninado para el gknero Rana 
(Lazure e t  al, 1988; 5akata e t  a/, 1988). 
En Bufo arenarum, el FNA ha sido encontrado en el coraz6n ernbrionario 
(estadios 19 a 25) y se ha sugerido que podria jugar un papel clave durante este 
period0 del desarrollo en que 105 embriones cornienzan a independizarse del 10s 
nutrientes provistos por el vitelo (Casco eta/, 1992). 
Kusakabe y Kawakarni (1992) han reportado la presencia de varios 
ncurop6ptidos en fibras nerviosas que corren a lo largo de 105 capilares en 105 
filamentos branquiales de renacuajos de Rana cate~beiana, sugiriendo que podrfan 
estar involucrados en la rnodulaci6n del transporte i6nico. En forma similar, en el 
presente trabajo se ha demostrado la presencia de FNA-inrnunoreactividad en las 
branquias internas de larvas prernetarn6rficas de Bufo arenarum, desde el estadio 
II al Vlll, en que estos 6rganos muestran un grado avanzado de diferenciaci6n. A 
nivel del microscopio eIectr6nico se han encontrado estructuras granulares en las 
cklulas subepiteliales de 105 filtros branquiales, sirnilares a 10s grinulos secretorios 
de FNA presentes en el corazbn de la misma especie. 
Aunque previarnente a este trabajo se encontraron receptores para FNA en 
branquias de Rana dalrnatina, solo se encontr6 inmunorreacci6n contra FNA 
lirnitada a1 coraz6n y en algunas Areas cerebrales en 10s prirneros estadios, 
mientras que en 10s avanzados se encontrh inrnunorreactividad en el hipothlamo y 
algunos n6cleos del mesenckfalo (Ghiani e t  a/, 1991). En este caso se ha sugerido 
que durante el desarrollo algunas cilulas indiferenciadas serfan capaces de 
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sintetizar FNA, mientras que a partir de la metamorfosis 5610 ciertas cklulas 
ubicadas en Areas especiales retienen esa capacidad. 
El significado funcional del FNA en las cklulas branquiales .constituye un 
interrogante de sumo interks, que no puede ser aclarado actualmente debido a que 
no existe evidencias de que el FNA encontrado por inmunocitoquimica sea 
sintetizado por las mismas branquias; no puede ser exclufda la hip6tesis de una 
eventual captura de estos pkptidos desde el flufdo interstitial, realizado por las 
cklulas del epitelio branquial. Algunos trabajos recientes han demostrado la 
ocurrencia de una alta densidad de receptores para el FNA en las cklulas cloruro de 
las branquias de paces (Uva e t  a/, 1993; Kloas, 1993) y un efecto fisioI6gico del 
FNA en la secrecibn de cloruro sobre el epitelio branquial de teleosteos (Scheide y 
Zadunaisky, 1988); estos resultados indicarfan que las branquias podrian ser 
consideradas irnportantes 6rganos blanco del FNA. 
El efecto fisiol6gico promovido por FNA en las cklulas blanco es mediado por 
un in~remento del nivel intracelular de cGMP, a travks de la a~tivaci6n de una 
guanilato ciclasa acoplada a sus receptores espe~ificos con 10s cuales es 
copurificada (Tei e t  a/, 2000). Mediante la aplicaci6n de una tkcnica citoqufmica, 
estos autores determinaron la presencia de guanilato ciclasa con posterioridad a 
la estimulacibn con FNA exbgeno en las branquias internas de larvas 
prernetam6rFicas de Bufo bufo. Sus resultados indicarfan, indirectarnente, la 
presencia de receptores para FNA en las branquias; 10s productos de la reacci6n 
detectados por Tei e t  a/ (2000) se encontraron a nivel de las membranas de las 
cklulas epiteliales tanto de 10s filtros como de 10s filarnentos respiratorios. En 
arnbos casos, fueron localizados en las zonas de las membranas laterales entre las 
chlulas de la capa externa del epitelio bilarninar y entre las membranas celulares de 
arnbas hojas epiteliales. La presencia de guanilato ciclasa fue especialrnente 
abundante a lo largo de las membranas que yacen bajo 105 amplios espacios 
intercelulares, caracterkticos de 10s epitelios involucrados en intercambio acuoso y 
saline, e indicadores de la acumulacidn de liquidos. 
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Algunos au-tores han sugerido que el FNA participa en la adaptaci6n de una 
especie eurihalina, la anguila, a diferentes salinidades del medio ambiente 
(Broadhead e t  a/, 1992); 10s niveles de este pbptido en el coraz6n de la anguila son 
alterados con el carnbio de salinidad y la naturaleza de 10s receptores presentes en 
las cblulas epiteliales responsables del transporte sodio-cloruro, cambia en 
respuesta a la necesidad tanto de absorber corno de elirninar cloruro y sodio. Por 
otra parte, se ha encontrado que la branquias de truchas son uno de 10s sitios 
principales de extracci6n de FNA y que receptores tip0 C se encuentran 
involucrados en este proceso (Olson y Duff, 1993). 
Aunque la pie1 de 10s anuros adultos es el sitio principal de intercarnbio i6nico 
con el rnedio externo, en las larvas la epidermis no parece participar activarnente en 
el transporte i6nico transepitelial. 5e ha dernostrado que el epitelio de la chmara 
branquial en larvas de Rana catesbeiana, es el principal lugar de acumulaci6n activa 
de Na' y GI-, asi  corno de excreci6n de amonio y bases (Dietz y Alvarado, 1974). Por 
otra par-te, estudios ultraestructuraies de las branquias de Di5cogb55u5 pidC05 y 
Kana cancr;vora han dernostrado la presencia de cblulas ricas en rnitocondrias, 
sirnilares a las presentes en peces teleosteos, y ha sido sugerida su participaci6n 
en procesos de intercam bio i6nico (Hourdy, 1974; Uchiyama e t  a/, 1990b). 
Las larvas de Rana cancrivora son las Gnicas larvae de anfibios capaces de 
habitar aguas salinas (Gordon y Tucker, 1965); se ha determinado que tanto 10s 
embriones ternpranos corno 105 renacuajos en climax rnetarnbrfico, no pueden 
adaptarse bien a altas salinidades del medio arnbiente debido a la -taka de 
branquias en estadios tempranos y a la pkrdida de las rnismas durante la 
metarnorFosis (Uchiyarna e t  a/, 1990a, 1990b). Tarnbien se han observado en esta 
especie grandes variaciones en la ultraestructura de las branquias internas en 
renacuajos aclirnatados a un amplio rango de salinidad del rnedio ambiente 
sugiriendo que las branquias actuarfan en la osmorregulaci6n en rnedio ambientes 
eurihalinos (Uchiyama y Yoshizawa, 1992). 
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Por lo tanto, el conjunto de todas estas observaciones sugiere que las 
branquias de anuros serfan capaces de participar en el intercambio i6nico y 10s 
protesos de osmorregulacibn de las larvas, de rnanera similar a la que se observa 
en el epitelio branquial de 10s peces. 
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10s embriones de Bufo arenarum poseen tres pares de branquias externas 
bien desarrollados y un cuarto par muy pequeRo aparentementk activo; las 
branquias se encuentran separadas por tres pares de hendiduras funcionales. 
Antes de la desaparicibn de estos drganos, 5e desarrollan cuatro pares de 
branquias internas que se encuentran situadas en dos cimaras branquiales, una a 
cada lado del corazbn; cada branquia esta constituida por un arco branquial 
cartilaginoso en el que se insertan 10s filamentos respiratorios en posici6n ventral y 
10s filtros branquiales en posici6n dorsal, mostrando diferentes patrones de 
. .  
insercibn 10s cuatro ceratobranquiales de cada lado. 
El anilisis histolbgico efec-tuado en estadios ernbrionarios y lawales ha 
mostrado cdlulas en activa proliferaci6n y diferenciacibn tanto en las branquias 
externas como en las internas, a medida que disrninuyen progresivamente 10s 
grhnulos de pigmento y las plaquetas vitelinas; estas observaciones han sido 
corroboradas por las efectuadas a nivel ultraestructural en que las ctlulas 
mostraban estadios de diferenciacibn temprana con grandes gotas lipidicas y gran 
desarrollo de las organelas proteinopoyeticas, y por 10s resultados 
inmunorreactivos utilizando marcadores moleculares de proliferacidn en 10s mismos 
estadios. 
La muerte celular programada o apoptosis se encuentra involucrada en la 
degeneracidn de las branquias externas, observandose un aumento del nlmero de 
cdlulas afectadas por este proceso desde el final de la etapa embrionaria hasta el 
comienzo de la vida larval; las observaciones histol6gicas coinciden con la deteccidn 
de fragment05 de ADN a travds del m&odo TUNEL, especifico para poner en 
evidencia cdlulas apoptbticas. 
En el presente trabajo se ha demostrado tambien la presencia de un 
citoesqueleto bien derarrollado en 10s tejidos branquiales, a travds de la detecci6n 
Conclusiones 
de diferentes proteinas en todos 10s estadios estudiados; si bien la distribucibn de 
actinas, rniosina y tubulinas varia durante la diferenciaci6n de 10s epitelios 
branquiales, la expresi6n de virnentina y de citoqueratinas pequefias (7, 8,18 y 19), 
caracterkticas de epitelios simples en vertebrados superiores, fue constante a 10s 
largo de 10s estadios. La inrnunodetecci6n para las citoqueratinas de bajo peso 
molecular dernostr6 la presencia de las rnismas no solo en 10s epitelios branquiales, 
sino tambien en otros tejidos que en vertebrados superiores expresan 
prirnariarnente vimentina, corno el endotelio de 10s vasos sanguine05 y algunas 
cklulas musculares. 
Los resultados experimentales del presente estudio denotan que Ios 
esbozos branquiales de esta especie se hallan determinados en el estadio de botbn 
caudal, siendo capaces de autodiferenciar tanto en condiciones de cultivo corno 
transplantados en un Area ectbpica del embribn, mostrando estructuras 
histol6gicas tipicas del sisterna branquial y expresi6n anlloga de proteinas del 
citoesqueleto a las observadas en 10s embriones controles. 
El desarrollo de las branquias externas depende de la presencia de las tres 
hojas ernbrionarias, tanto en el embri6n corno en condiciones de cultivo o de 
transplante; en cambio, las branquias internas son capaces de diferenciar en 
ausencia del ectodermo a partir del estadio de bot6n caudal. 
5i bien las branquias externas participan en el intercarnbio gaseoso durante 
la embriogknesis ternprana, 10s resultados experimentales obtenidos durante el 
presente trabajo dernuestran que no son irnprescindibles para el desarrollo de 10s 
ernbriones hasta estadios larvales, ya que kste se lleva a cabo normalmente en su 
ausencia. No sabemos si otros sitios de intercarnbio gaseoso (piel, etc) se 
modifican para cornpensar la ausencia de estos 6rganos, por lo que serian 
necesarios nuevos estudios a1 respecto. 
La ultraestructura del epitelio de las crestas branquiales confirma su rol 
respiratorio: el epitelio se adelgaza progresivarnente hacia 10s extremos y se 
encuentra en ~on tac to  direct0 con 10s vasos capilares. 
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Conclusiones 
Ha sido demostrada la expresibn del Factor Natriurhtico Atrial en las 
branquias de larvas premetam6rficas de Bufo arenarum, asi como la presencia de 
grdhulos secretorios sirnilares a 10s encontrados en el corazbn de la misma especie, 
10s cuales son responsables de la secrecibn de FNA en ese 6rgano. El FNA podria 
estar involucrado en 10s mecanismos de osmorregulaci6n y de intercambio ibnico 
que se producen en las branquias internas de anuroe. La presencia de grdnuloe 
secretorios en el epitelio de 10s filtros branquiales sugiere que estas estructuras 
podrian tenet- una funci6n glandu!ar ademds de mecdnica. 
El conjunto de 10s resultados expuestos demuestra la importancia del 
aparato branquial como modelo de estudio de las interrelaciones celulares durante 
el desarrollo, la a ~ t i v a  participacibn de la5 branquias en 105 procesos de 
intercambio gaseoso y osrnorregulaci6n, y la plasticidad tisular que se verifica 
durante su diferenciacibn. 
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